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MARCO EN EL QUE SE HA DESARROLLADO ESTA TESIS 
En el Instituto Teófilo Hernando de I+D del Medicamento (ITH) y en el 
Departamento de Farmacología y Terapéutica (DFT) de la Facultad de Medicina de la 
Universidad Autónoma de Madrid (UAM) se desarrollan fundamentalmente dos líneas 
de investigación, una vinculada al sistema nervioso y la otra al aparato cardiovascular. 
La relacionada con el sistema nervioso se enfoca hacia estudios de neurotransmisión 
sináptica y comunicación neuronal y estudios de neurotoxicidad y neuroprotección. 
Los estudios de comunicación neuronal se centran en el esclarecimiento de los 
mecanismos que regulan la dinámica del catión calcio (Ca2+) y la liberación exocitótica 
de neurotransmisores. Muchos de estos estudios se han abordado desde una óptica 
básica-molecular y neurofarmacológica, en las últimas tres décadas del siglo XX. Sin 
embargo, en la última década se ha hecho un esfuerzo traslacional, impulsado por el 
desarrollo del Servicio de Farmacología Clínica del Hospital Universitario de La 
Princesa (HUP), vinculado a la UAM. Este servicio forma parte del ITH y también del 
HUP, y ha sido el motor del cambio de enfoque de la investigación realizada en el ITH, 
que apunta más directamente a su proyección a enfermedades concretas. 
En el terreno de las neurociencias y la neuropsicofarmacología cabe destacar 
nuestro interés en la búsqueda de fármacos neuroprotectores con potencial terapéutico 
en las enfermedades neurodegenerativas, el ictus y el traumatismo de la médula espinal. 
En el terreno cardiovascular cabe resaltar nuestro interés por la hipertensión arterial y el 
papel que desempeña el eje simpático-suprarrenal en su desarrollo y mantenimiento. 
La tesis doctoral que presento para optar al título de doctor por la UAM se 
relaciona, precisamente, con esta última temática, utilizando el modelo de la rata 
espontáneamente hipertensa para explorar la hipótesis y objetivos de esta tesis doctoral. 
La tesis se ha escrito con el formato de manuscritos y artículos publicados. 
Incluye una Introducción, Materiales y Métodos y los Resultados con los artículos en 
cuestión. Finalmente he elaborado una discusión general sobre los cuatro artículos 
publicados, para explicar lo que he aportado de novedoso en la comprensión de los 
mecanismos que regulan las señales de Ca2+ en células cromafines de la médula adrenal, 
en ratas normotensas e hipertensas y su influencia sobre la secreción de catecolaminas.  
	   	   Marco de la Tesis 
	   2 
Los artículos que constituyen el núcleo de esta Tesis Doctoral son los siguientes:   
1. FERREIRA, R.M., DE PASCUAL, R., DE DIEGO, A.M.G., CARICATI-
NETO, A., GANDIA, L., JURKIEWICZ, A. and GARCIA, A.G. Quantal 
catecholamine release from adrenal chromaffin cells of control and hypertensive 
rats. J. Pharmacol. Exp. Ther.  324: 685–693, 2008. 
2. FERREIRA, R.M., DE PASCUAL, R., CARICATI-NETO, A., GANDIA, L., 
JURKIEWICZ, A. and GARCIA, A.G. Role of the endoplasmic reticulum and 
mitocondria on quantal catecholamine release from chromaffin cells of control 
and hypertensive rats. J. Pharmacol. Exp. Ther. 329: 231–240, 2009.  
3. FERREIRA, R.M., DE PASCUAL, R., SMAILI., S.S., CARICATI-NETO, A., 
GANDÍA, L., GARCÍA, A.G and JURKIEWICZ, A. Greater cytosolic and 
mitocondrial calcium transients in adrenal medullary slices of hypertensive, 
compared with normotensive rats. Eur. J. Pharmacol. 636: 126–136, 2010. 
4. DE PASCUAL, R., FERREIRA, R.M., GALVAO, K.M., LAMEU, C., 
ULRICH, H. SMAILI, S.S., JURKIEWICZ, A., GARCÍA, A.G. and GANDÍA, 
L. Lower density of L-type and higher density of P/Q-type of calcium channels 
in chromaffin cells of hypertensive, compared with normotensive rats. Eur. J. 
Pharmacol. 706: 25-35, 2013.  
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1.-INTRODUCCIÓN 
1.1.-LA HIPERTENSIÓN ARTERIAL 
Según define la Organización Mundial de Salud (OMS), la hipertensión arterial 
(HTA) es la elevación crónica de la Presión Arterial Sistólica (PAS), de la Presión 
Arterial Diastólica (PAD) o de ambas a la vez por encima de unos valores considerados 
normales. La dificultad estriba en fijar esos valores normales o en determinar cuál es la 
línea divisoria entre los valores considerados normales y los anormales. De este modo 
podríamos aceptar otra definición: “La hipertensión arterial es el nivel de PA por 
encima del cual los beneficios derivados de la intervención sanitaria superan a los 
riesgos”, ahora bien en términos de parámetros objetivos podríamos definirla como: “Se 
puede considerar una PA elevada cuando los valores de la PAS sean superiores a 140 
mmHg o la PAD supere los 90 mm Hg” (Tabla 1). De estos datos depende su 
prevalencia como veremos a continuación.  
 
Tabla 1.-Valoración de las cifras de presión arterial según la European Society of 
Hypertension–European Society of Cardiology “guidelines for the management of arterial 
hypertension”. (Mancia y col., 2007). 
 
La prevalencia de la HTA en una población, o lo que es lo mismo, la proporción 
de individuos que son hipertensos en un momento dado y en una población 
determinada, varía en función de distintos factores como podrían ser la edad de la 
población en cuestión, la metodología utilizada en la medida de la presión arterial, el 
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número de veces que se debe determinar la presión del individuo y, sobre todo, los 
parámetros elegidos que delimitan la normotensión de la hipertensión.  
 Si se eligieran los valores clásicos de 160/95 mmHg, o el más actual de estos 
parámetros 140/90 mmHg, los datos de la prevalencia cambiarían drásticamente. Así, al 
utilizar los límites de 160/95 mmHg a escala internacional, la prevalencia de la HTA 
registrada oscilaría entre un 10 y un 20% de la población adulta (18 años y más). Por el 
contrario, si los limites utilizados son los de 140/90 mmHg, la prevalencia aumentaría 
hasta el 30% de la población adulta (entre 18 y 65 años). Con estos últimos valores 
podríamos decir que la HTA es una de las enfermedades cardiovasculares con mayor 
prevalencia en los países desarrollados y no tan desarrollados.  
Aunque es una enfermedad en sí misma que provoca un porcentaje no 
desdeñable de muertes directas, la HTA actúa como un importante factor de riesgo de 
padecer enfermedades cardiovasculares, hasta el punto de que la OMS (OMS, 2012)  
estima que más del 60 % de las enfermedades cerebro-vasculares y casi la mitad de la 
enfermedad isquémica cardiaca puede atribuirse a ella. En España, la situación no es 
diferente a la del resto del mundo, y la enfermedad isquémica cardiaca, principalmente 
en los hombres, y la enfermedad cerebro-vascular, sobre todo en las mujeres, producen 
una elevada mortalidad, además de graves incapacidades en personas que las sufren 
pero no fallecen, causando así un importante problema de salud pública.  
Debido a que su mortalidad directa no es tan elevada como la causada por otras 
enfermedades, y a que está muy extendida, la HTA es una enfermedad con la que una 
gran parte de la población convive sin darle la importancia que realmente tiene. La 
prevalencia de HTA en España se estima en torno a un 35 %, aunque llega al 40 % en 
edades medias y al 68 % en mayores de 65 años, afectando a más de 10 millones de 
personas (OMS, 2012). 
Ante la magnitud del problema, es necesario tomar medidas de forma inmediata 
para tratar de reducir la prevalencia de la HTA, medidas que deben incluir todos los 
niveles de prevención y posibilidades terapéuticas y sociales. Tanto las instituciones 
internacionales como los gobiernos de muchos países están basando parte de sus 
acciones e intervenciones para la prevención primaria de enfermedades crónicas, que 
incluye medidas basadas en la práctica regular de actividad física y en una dieta 
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equilibrada y saludable, como medios de prevención del sobrepeso y la obesidad, que 
están asociados a la hipertensión.  
 
1.1.1.-Fisiopatología de la presión arterial 
 La presión arterial sistémica está determinada directamente por el gasto cardiaco 
y las resistencias vasculares periféricas. El gasto cardíaco va a depender del volumen 
sistólico (que varía según la contractilidad cardíaca y el retorno venoso) y de la 
frecuencia cardiaca. Por su parte, las resistencias periféricas están reguladas por 
diversos factores nerviosos, humorales y locales.  
 Adicionalmente, sobre estos determinantes directos de la presión arterial 
intervienen una serie de determinantes indirectos como son la actividad nerviosa central 
y periférica autonómica, la reserva corporal de sodio y líquido extracelular, el sistema 
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) y hormonas locales como las prostaglandinas, 
cininas, factor natriurético atrial (ANP) y otros péptidos. Se sabe también que el 
endotelio tiene una importante participación en la regulación de la vasoconstricción y la 
vasodilatación arterial. Muchos de estos factores están interrelacionados en circuitos de 
autorregulación que consiguen mantener la PA en unos límites estrechos. 
Entre estos mecanismos reguladores, es de destacar al sistema nervioso 
autónomo, especialmente el sistema simpático, que juega un papel importante en el 
control circulatorio por mecanismo reflejo o actuando sobre el tono vascular. Como 
mecanismo reflejo, responde a la estimulación de los barorreceptores aórticos y 
carotídeos con la liberación de noradrenalina (NA) desde las terminaciones nerviosas 
simpáticas, produciendo una vasoconstricción y un aumento de la frecuencia cardíaca, 
participando así en el ajuste rápido de la PA. Así, por ejemplo, si disminuye el retorno 
venoso (y en consecuencia el gasto cardíaco) o baja la PA (por ejemplo tras un cambio 
postural), se activa este reflejo simpático produciendo aumento de la frecuencia 
cardíaca y del volumen cardíaco recuperándose así la PA. En situaciones normales, este 
reflejo neural sirve para aumentar la PA cuando baja y reducirla cuando sube (Guyton y 
Hall, 2006b).  
 Por otro lado, los mecanismos que regulan la PA a largo plazo están 
principalmente relacionados con la regulación de sodio y líquido extracelular. En este 
sentido, el riñón juega un papel importante en la regulación de la PA y del balance 
hidroelectrolítico, reaccionando a los cambios de PA con un aumento de las resistencias 
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vasculares renales, excreción de sodio  y liberación de renina con la consiguiente 
activación del SRAA.  
La alteración de uno (o más) de estos múltiples factores que influyen y/o regulan 
el gasto cardíaco o las resistencias vasculares periféricas va a ser suficiente para iniciar 
un aumento de la PA que se perpetuará después como HTA mantenida. Debemos 
destacar que, a pesar de los notables esfuerzos de investigación realizados en este 
campo, en la mayoría de pacientes con HTA (más del 90%) no se encuentra una causa 
concreta de la misma, hablándose así de HTA esencial. 
La HTA esencial se ha relacionado principalmente con un incremento de la 
resistencia vascular periférica de pequeñas arterias y arteriolas. Entre los diferentes 
factores que pueden conducir a este incremento de las resistencias periféricas 
encontramos las situaciones de estrés. Así, se sabe que el estrés incrementa el tono 
simpático, produciéndose un aumento de la liberación de adrenalina por la médula 
suprarrenal y de noradrenalina por las neuronas adrenérgicas activadas por estimulación 
del sistema nervioso central (SNC), lo cual provoca un aumento del gasto y frecuencia 
cardíaca por sus efectos agonistas α-adrenérgicos inmediatos. Secundariamente, el 
incremento de los niveles circulantes de adrenalina van a actuar sobre receptores 
adrenérgicos de tipo β2 de la membrana neuronal presináptica lo que estimula una 
nueva oleada de liberación de noradrenalina de las vesículas de almacenamiento y 
origina una vasoconstricción considerablemente más prolongada. Así, los elementos 
sugeridos por Folkow, con ingredientes tales como: aumento del estrés, niveles 
plasmáticos elevados de catecolaminas e incremento de la actividad presora ante el 
estrés, están presentes en el hipertenso esencial (Folkow, 1982).  
 
1.1.2.-Enfoque terapéutico actual de la HTA esencial 
En el tratamiento de la HTA el objetivo primario es reducir el riesgo 
cardiovascular que esta enfermedad supone a largo plazo para el paciente, lo que 
requiere no solo el tratamiento de la HTA, sino también la prevención de otros riesgos 
modificables, entre otros el sedentarismo, el consumo excesivo de alcohol, el 
tabaquismo, la obesidad o la diabetes. 
En la actualidad disponemos de distintas clases de fármacos antihipertensivos 
que pueden considerarse de primera línea y que pretenden contrarrestar las posibles 
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alteraciones en esos condicionantes directos e indirectos de los incrementos de la PA, 
entre los que encontramos los antagonistas del calcio, los bloqueantes β, los IECA, los 
antagonistas del receptor AT1 de la angiotensina II y los diuréticos (Figura 1).  
 
 
Figura 1. Fármacos de primera línea para el tratamiento de la HTA y sus órganos dianas. 
Tomado de Sánchez-García, Sáiz y Flórez. En “Farmacología Humana”.(Sanchez-García, 
2008) 
 
Aunque clásicamente había gran preocupación por cuál era el fármaco 
antihipertensivo de elección en cada situación clínica concreta, las evidencias 
demuestran que la mayoría de los pacientes hipertensos va a necesitar al menos 2 
fármacos antihipertensivos para lograr los objetivos de control de PA. Esto se debe a 
que la HTA es una enfermedad sistémica multifactorial, en la que están implicadas 
varias vías neuroendocrinas. En consecuencia, la inhibición de sólo 1 de ellas resulta 
habitualmente insuficiente, mientras que la combinación de antihipertensivos con 
mecanismos de acción diferentes ha demostrado una mayor eficacia en el tratamiento 
del paciente hipertenso.  
En consecuencia, para la mayoría de los sujetos con HTA no se trata de decidir 
cuál es el mejor antihipertensivo, sino cuál es la mejor combinación en cada paciente. 
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Las ventajas de la terapia combinada incluyen una mayor eficacia antihipertensiva como 
consecuencia de la combinación de diferentes  mecanismos antihipertensivos, a veces 
aditivos y otras  sinérgicos, así como una menor incidencia de efectos  adversos, en unas 
ocasiones porque son necesarias menos dosis de cada fármaco en monoterapia y, en 
otras, porque se ponen en marcha mecanismos compensadores. Además, las 
combinaciones fijas frente a las libres mejoran el cumplimiento terapéutico, lo que 
podría facilitar la consecución de objetivos a largo plazo. 
En la Figura 2 se muestran las distintas combinaciones recomendadas en las 
Guías de la ESH/ESC 2007 (Mancia y col., 2007). Existen otros fármacos 
antihipertensivos, como los antagonistas α1-adrenérgicos, los agonistas α2-adrenérgicos 
o los de receptores imidazolínicos (moxonidina), los inhibidores de la renina 
(aliskireno) y los antagonistas del receptor de la aldosterona que no se consideran de 




Figura 2. Posibles combinaciones de antihipertensivos (Tocci y col., 2009). 
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1.1.3.-Catecolaminas, estrés y presión arterial 
Como he comentado anteriormente, entre los diferentes factores que pueden 
producir un incremento de las resistencias periféricas encontramos las situaciones de 
estrés. Se sabe que ante una situación de miedo, alarma, estrés u otros conflictos 
emocionales, se produce una descarga masiva de catecolaminas, tanto desde 
terminaciones del sistema nervioso simpático como desde la médula adrenal. Esto 
prepara de forma instantánea al organismo para una respuesta de “lucha o huida”. De 
este modo el ritmo cardiaco, la contracción miocárdica y el flujo de sangre aumentan; el 
flujo de sangre se dirige al músculo esquelético aumentando de forma vigorosa su 
actividad; el metabolismo celular se incrementa; la glucosa se moviliza desde el hígado 
al músculo aumentando sus niveles en sangre; y las pupilas y bronquios se dilatan 
(Hoffman y Taylor, 2001).  
La disfunción del eje simpatoadrenal, que tiene como resultado una liberación 
excesiva de catecolaminas, se ha visto implicada en la patogénesis de la hipertensión 
esencial genética. Así, se ha descrito que los niveles circulantes de  noradrenalina y  
adrenalina están aumentados en ratas espontáneamente hipertensas (SHR) (Iriuchijima, 
1973; Grobecker y col., 1975; Pak, 1981). 
Por otra parte, también se ha descrito que en pacientes hipertensos hay una 
mayor actividad del sistema nervioso simpático (Anderson y col., 1989) y se encuentran 
aumentadas las catecolaminas circulantes (Goldstein, 1983; de Champlain y col., 1999). 
Estos  niveles altos de catecolaminas circulantes se deben, probablemente, a un aumento 
de la liberación de catecolaminas desde los nervios simpáticos y desde las células 
cromafines de la médula adrenal (Arnaiz y col., 1978). De hecho, la mayor liberación de 
catecolaminas se ha observado en las glándulas suprarrenales (Lim y col., 2002) y en 
células cromafines aisladas (Miranda-Ferreira y col., 2008; Miranda-Ferreira y col., 
2009) de las células de SHRs, comparados con las células de las ratas normotensas 
(NWRs). 
Esta posible disfunción simpática ha constituido durante muchos años la base 
para el desarrollo de diversos fármacos antihipertensivos que pudieran interferir con 
dicho eje, entre otros los bloqueadores de los receptores α y β adrenérgicos, la 
reserpina, la α-metil-l-dopa, la guanetidina o los agentes bloqueantes ganglionares 
(Westfall y Westfall, 2010).  
	   	   Introducción 
	   10 
1.2.-LA MÉDULA ADRENAL  
La médula adrenal forma parte del sistema nervioso simpático. Está inervada por 
fibras nerviosas colinérgicas preganglionares procedentes de los nervios esplácnicos. 
Sin embargo, las células cromafines que forman su parénquima no emiten axones hacia 
ningún órgano efector sino que son células poligonales agrupadas en acinos, rodeadas 
de capilares. Cuando se estimulan, liberan por exocitosis catecolaminas directamente al 
torrente sanguíneo. Su efecto, por lo tanto, no está localizado en una sola sinapsis sino 
que en unos pocos segundos alcanza prácticamente todas las células del organismo. La 
liberación de catecolaminas adrenomedulares está directamente controlada por el 
sistema nervioso central. 
La médula adrenal (Figura 3) constituye en el hombre alrededor del 30% de la 
masa total de la glándula suprarrenal, es de origen neuroectodérmico y está constituida 
principalmente por células cromafines. Las células cromafines están intercaladas por 
células sustentaculares, consideradas como componentes neurogliares de la médula 
adrenal; son pequeñas e irregulares y contienen el marcador glial S-100 (Cocchia y 
Michetti, 1981). Por último la glándula presenta una gran cantidad de vasos sanguíneos 
y de fibroblastos, los cuales forman un estroma de fibras reticulares que rodea a grupos 




















Figura 3. La glándula adrenal. A) Localización, vascularización y estructura de las 
glándulas adrenales en el organismo humano. B) Esquema representativo de la inervación de 
las células cromafines en el interior de la médula adrenal y de cómo sus productos de 
secreción (catecolaminas) son vertidos al torrente sanguíneo. 
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En estudios anatómicos clásicos se encontraron diferencias histoquímicas 
separando dos poblaciones de adrenalina y noradrenalina que tienen las células 
cromafines en la medula adrenal (Hillarp y Hokfelt, 1953; Coupland y col., 1964). Hay 
evidencias que sugieren que estas dos poblaciones de células cromafines son reguladas 
por distintas vías neurales en la medula adrenal (de Diego y col., 2008). Por lo tanto, 
estas terminaciones nerviosas en las células secretoras de adrenalina son 
morfológicamente diferentes a las células secretoras de noradrenalina. 
 
1.2.1.-Secreción diferencial de adrenalina y noradrenalina 
La secreción diferencial de adrenalina y noradrenalina de la médula adrenal está 
firmemente regulada por mecanismos tanto centrales como periféricos. Por ejemplo, la 
secreción de adrenalina podría ser modificada selectivamente por una estimulación 
eléctrica de sitios específicos en el córtex del cerebro (Von Euler y Folkow, 1958), en el 
hipotálamo (Robinson y col., 1983) y la médula oblongada (Lindgren y col., 1959; 
Matsui, 1965). Por otra parte, la secreción de noradrenalina se ve selectivamente 
mejorada por la estimulación eléctrica de otros sitios del hipocampo (Folkow y Von 
Euler, 1954; Robinson y col., 1983)  y la médula oblongada (Matsui, 1965). 
Esta secreción diferencial de catecolaminas desde la médula adrenal también va 
a estar condicionada por el estímulo que genera dicha liberación masiva. Así, por 
ejemplo, en experimentos in vivo desarrollados en gatos,  la hemorragia causa una 
liberación preferentemente de noradrenalina, mientras que la hipoglucemia insulínica 
libera preferentemente adrenalina (Feuerstein y Gutman, 1971). Parece lógico que ante 
un shock hemorrágico se libere preferentemente noradrenalina porque se requiere una 
acción vasoconstrictora mediada por receptores alfa-adrenérgicos; por el contrario, la 
hipoglucemia causa una secreción simpática mediada esencialmente por adrenalina 
(Khalil y col., 1986) porque moviliza glucosa del hígado y del músculo mediada a 
través de un mecanismo de receptores beta-adrenérgicos. 
En estudios similares en la rata cuando se induce una hipoglucemia por insulina 
se produce una secreción preferencial de adrenalina (Sun y col., 1979; Gagner y col., 
1985; Medvedev y col., 1990; Scheurink y Ritter, 1993; Vollmer y col., 1997). Por el 
contrario, la exposición al frío produce una secreción preferentemente de noradrenalina 
en la rata (Vollmer y col., 1992).  
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Más allá de la sinapsis colinérgica esplácnico-cromafin, la secreción diferencial 
de catecolaminas puede estar también regulada por la expresión de distintos subtipos de 
receptores en la membrana de las células adrenérgicas y noradrenérgicas. Se ha descrito 
que los agonistas del receptor muscarínico causan una secreción diferencial de 
adrenalina en la adrenal perfundida de gato (Douglas y Poisner, 1965). Lo mismo ocurre 
con los receptores H1 de histamina, cuya activación media la secreción preferencial de 
adrenalina en animales intactos (Trendelenburg, 1954) y en células cromafines bovinas 
aisladas (Choi y col., 1993).  
 
1.2.2.-El tono simpático 
Una característica sorprendente del sistema nervioso autónomo es que se 
requiere tan solo una baja frecuencia de estimulación para activar los distintos órganos 
efectores. En un libro de texto clásico, el Guyton’s ‘Medical Physiology’, se indica que 
“sólo un impulso nervioso cada pocos segundos es suficiente para mantener un efecto 
normal simpático o parasimpático, y toda la función ocurre cuando las fibras nerviosas 
disparan de 10 a 20 veces por segundo”. Esto contrasta por ejemplo con la activación de 
las motoneuronas que estimulan el musculo esquelético, que disparan a frecuencias 
incluso superiores a 500 impulsos por segundo (Guyton y Hall, 2006a). 
Los órganos diana del sistema nervioso simpático van a tener una doble 
inervación: por una parte, son inervados directamente por los nervios simpáticos, y por 
otra parte son inervados indirectamente por medio de las catecolaminas liberadas por la 
médula adrenal. Este doble mecanismo de estimulación simpática proporciona un factor 
de seguridad, es decir, un mecanismo podría sustituir al otro en el caso de que fallara 
alguno de los dos. Otro valor relevante de la médula adrenal es la capacidad de la 
adrenalina y noradrenalina de estimular diferentes estructuras del cuerpo que no tienen 
inervación directa de fibras simpática. Esto es particularmente importante en el caso de 
la adrenalina, puesto que aumenta la tasa metabólica en prácticamente todas las células 
del organismo. 
En humanos, la secreción de la médula adrenal en reposo es de 0.2 µg Kg-1 min-1 
para la adrenalina y cerca de 0.05 µg Kg-1 min-1 para la noradrenalina. Estas cantidades 
dan lugar a niveles de catecolaminas circulantes (noradrenalina, 253 pg ml-1; adrenalina, 
97 pg ml-1) que en condiciones basales son suficientes para mantener la presión arterial 
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en valores prácticamente normales, incluso si fueran eliminadas todas las vías 
simpáticas que directamente actúan sobre el sistema cardiovascular.  
 
1.2.3.-La célula cromafín 
Desde el punto de vista estructural y funcional, las células cromafines 
constituyen el tipo celular más importante de la médula adrenal y se denominan así por 
la alta afinidad que tienen sus vesículas secretoras para teñirse con sales de cromo, 
como el cromato potásico (Coupland y col., 1964), si bien sus características 
fundamentales son su origen embriológico neuroectodérmico, su  inervación simpática 
preganglionar y su capacidad para sintetizar, almacenar y secretar catecolaminas. Como 
bien apunta el grupo de Levi-Montalcini en 2012 (Bornstein y col., 2012), la célula 
cromafín se puede considerar como un modelo de cerebro periférico. 
En función de la catecolamina que secreten se distinguen fundamentalmente tres 
tipos de células, adrenérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas, las cuales se disponen 
en grupos de varias células rodeando estructuras vasculares. La diferencia bioquímica 
entre los dos tipos celulares principales (células adrenérgicas y noradrenérgicas) es 
debida a la presencia en las células adrenérgicas de una enzima adicional, la 
feniletanolamina N-metil transferasa (PNMT), que convierte la noradrenalina en 
adrenalina. 
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La morfología de las células cromafines es poligonal y bastante homogénea en el 
tejido; sin embargo, al cultivarlas se vuelven esféricas, con un diámetro aproximado de 
15-20 µm (Figura 4); a nivel de microscopía electrónica la diferencia más llamativa es 
que las vesículas secretoras de las células adrenérgicas son mayores que las 
noradrenérgicas, teniendo un contenido de material electrodenso más homogéneo y de 
menor densidad; por el contrario los gránulos de las células que almacenan 
noradrenalina poseen un núcleo electrodenso que a menudo ocupa una posición 
excéntrica (Fawcett y col., 2002). También se ha descrito un tercer tipo de célula 
cromafín: las células cromafines de vesículas pequeñas, llamadas SIF (Small Intensely 
Fluorescent cell) (Kanno, 1998) que poseen un fenotipo intermedio entre células 
noradrenérgicas y neuronas (Aunis, 1998). 
 No todas las células cromafines se encuentran en la médula adrenal; existen 
pequeños grupos de células epiteloides que dan una reacción cromafín y que pueden 
encontrarse en el interior de la corteza y en corpúsculos extraadrenales; se denominan 
paraganglios y se hayan ampliamente diseminados por el tejido retroperitoneal. Los 
paraganglios están rodeados de una gruesa envoltura de tejido conjuntivo y en su 
interior se distinguen dos tipos de células parenquimatosas: las células principales (que 
poseen numerosos gránulos electroopacos conteniendo catecolaminas) y las células de 
sostén que rodean a las anteriores (Fawcett y col., 2002). 
La médula adrenal se inerva por fibras preganglionares simpáticas procedentes 
de la médula espinal, cuyos cuerpos celulares se localizan en las columnas celulares 
intermediolaterales, entre las regiones T3 y L3 (Blaschko y Muscholl, 1972); la mayor 
parte de estas fibras proceden del nervio esplácnico mayor. También contribuyen a su 
inervación los nervios esplácnicos menores y otras fibras procedentes de los ganglios 
celíacos lumbares (Holets y Elde, 1982; Appel y Elde, 1988).  
Estas fibras son colinérgicas y en algunos casos se ha descrito la presencia de 
encefalina como transmisor (Holgert y col., 1995). Todas las fibras inervan tanto a 
células adrenérgicas como a noradrenérgicas, a excepción de las fibras encefalinérgicas, 
que inervan exclusivamente a las células adrenérgicas, por lo que se postula que estas 
fibras pudieran estar implicadas en el control de la secreción de adrenalina (Pelto-
Huikko y col., 1985; Holgert y col., 1995).  
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Los axones pueden contactar con una o varias células, habiéndose observado de 
1 a 4 botones sinápticos por célula, en el caso de las células cromafines de rata 
(Kajiwara y col., 1997).  
Las bases anatómicas de los circuitos neurales que permiten al cerebro estimular 
selectivamente las células adrenérgicas o noradrenérgicas no se conocen, ni tampoco las 
vías neurales descendentes desde centros supraespinales a la médula espinal. Se piensa 
que estas dos poblaciones de células secretoras de catecolaminas se pueden estimular de 
modo preferencial dependiendo del tipo de estímulo estresante, ya sea a nivel de célula 
individual o sobre grupos de las mismas. Adicionalmente a esta estimulación 
diferencial, la secreción es modulada por neurotransmisores, neurohormonas u 
hormonas circulantes, ya que las células cromafines poseen, además de los receptores 
colinérgicos, una gran variedad de receptores que permiten dicha modulación de la 
secreción. 
 
1.2.3.1.-La célula cromafín como modelo de neurona secretora 
Las células cromafines de la glándula adrenal de mamíferos presentan un gran 
parentesco con las neuronas simpáticas postganglionares, tanto por su origen 
embrionario (ambas derivan de la cresta neural) como por su principal función (liberan 
catecolaminas en respuesta a la estimulación con ACh).  
Ambos tipos celulares comparten además  otras características funcionales: así, 
la célula cromafín posee receptores nicotínicos (Douglas y Rubin, 1961b; Wilson y 
Kirshner, 1977) y muscarínicos (Douglas y Poisner, 1965) sobre los que actúa la ACh; 
disparan potenciales de acción (Biales y col., 1976; Brandt y col., 1976; Kidokoro y 
Ritchie, 1980), poseen canales de Ca2+, Na+ y K+ sensibles a voltaje (Fenwick y col., 
1982b; Artalejo y col., 1993; Garcia y col., 2006), y exhiben facilitación de la corriente 
de calcio por prepulsos despolarizantes repetidos (Ikeda, 1991; Gandia y col., 1993b; 
Albillos y col., 1996b). 
Las células cromafines también presentan similitudes morfológicas con las 
neuronas postganglionares simpáticas: emiten prolongaciones al co-cultivarlas con 
astroglia (Uceda y col., 1995) o al exponerlas al factor de crecimiento nervioso 
(Unsicker y col., 1980). 
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1.2.3.2.-Funciones fisiológicas de la célula cromafín  
Como ya hemos comentado, la principal función de las células cromafines de la 
médula adrenal va a ser la liberación de las catecolaminas hacia la circulación sistémica 
en respuesta a distintos estímulos. Estos estímulos secretagogos pueden provenir de un 
incremento de la actividad de los nervios esplácnicos, que liberan el neurotransmisor 
fisiológico acetilcolina (ACh), o bien puede tratarse de estímulos químicos que llegan a 
la médula adrenal por vía hemática. Entre los primeros figuran las situaciones de miedo 
y ansiedad, la hipoglucemia, la hipotensión o la hipotermia. Por vía hemática van a 
llegar sustancias como la histamina, la bradikinina o la angiotensina II, que pueden ser 
liberadas en situaciones como la alergia o la hipotensión.  
Las catecolaminas liberadas por las células cromafines pueden actuar sobre 
diferentes dianas, principalmente localizadas en el sistema cardiovascular, el sistema 
endocrino y el sistema nervioso central, produciendo un incremento en la frecuencia y 
fuerza de contracción cardíacas, elevando la presión sanguínea y favoreciendo la 
liberación hepática de glucosa. Todos estos procesos, junto a la estimulación simpática 
del corazón y músculos, preparan al organismo para afrontar rápidamente una actitud de 
huida o de lucha frente al estímulo estresante, como ya se comentó anteriormente. 
 
1.2.3.3.-Canales iónicos en la célula cromafín 
Los canales iónicos involucrados en la excitabilidad de las células cromafines 
han podido estudiarse gracias al desarrollo de las técnicas de patch-clamp y de biología 
molecular y a la aparición de herramientas farmacológicas, fundamentalmente toxinas 
(procedentes de caracoles marinos, arañas, abejas, alacranes, serpientes, ranas, plantas, 
etc.) o moléculas orgánicas de síntesis que son capaces de reconocer selectivamente los 
diversos tipos de canales iónicos presentes en la membrana celular.  
Gracias a estas herramientas, en la célula cromafín se han identificado más de 15 
tipos distintos de canales iónicos, que pueden dividirse en tres grandes grupos en 
función del mecanismo que induce o favorece su apertura, distinguiéndose por tanto:  
1) Canales iónicos regulados por voltaje: Dentro de la superfamilia de canales 
dependientes de voltaje presentes en la célula cromafín se incluyen los canales de 
Na+ (que sirven como mecanismo amplificador de la estimulación nicotínica en 
respuesta a bajas concentraciones de ACh (Fenwick y col., 1982b)), los de K+ 
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(que contribuyen a la hiperpolarización/repolarización de ésta durante los 
potenciales de acción, regulando su patrón de disparo y la exocitosis (Gonzalez-
Garcia y col., 1993; Lara y col., 1995; Montiel y col., 1995) y de los que se han 
descrito principalmente tres tipos, a saber: el canal de K+ rectificador retrasado, 
sensible a voltaje, y otros dos activados no sólo por voltaje sino principalmente 
por calcio intracelular, los canales BK (del inglés “big conductance”) (Marty, 
1981; Marty y Neher, 1985) y los canales SK (del inglés “small conductance”) 
(Artalejo y col., 1993) y los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, de los que 
hablaremos con mayor detalle en el siguiente apartado. 
2) Canales iónicos activados por ligando: este tipo de canales se abre tras 
reconocer a una sustancia química específica (su ligando), que puede ser un 
neurotransmisor o una hormona. En la célula cromafín se han descrito el receptor 
para la ACh de tipo nicotínico neuronal (Wilson y Kirshner, 1977; Fenwick y col., 
1982a; Criado y col., 1992; García-Guzmán y col., 1995; Campos-Caro y col., 
1997; Criado y col., 1997), no selectivo para cationes, y el receptor de GABA de 
tipo GABAA, permeable a Cl- (Kataoka y col., 1986; Peters y col., 1989). 
3) Canales iónicos operados por depósitos intracelulares: estos canales 
constituyen la principal vía de entrada de calcio en las células eucariotas no 
excitables. Se activan por el vaciado de depósitos intracelulares de calcio (aunque 
el mecanismo exacto que los activa no está claramente dilucidado) generando una 
“entrada capacitativa de Ca2+” o “entrada de Ca2+ operada por depósitos” 
destinada a rellenar tales depósitos (Parekh y Putney, 2005). La corriente mejor 
caracterizada de este tipo es la denominada ICRAC (del inglés “calcium release 
activated calcium current”), una corriente de calcio no activada por voltaje y con 
rectificación de entrada; se ha descrito en numerosos tipos de células, 
principalmente de origen hematopoyético. En neuronas y células cromafines 
bovinas existen evidencias de que se produce entrada de calcio operada por 
depósitos, aunque no del tipo ICRAC (Fomina y Nowycky, 1999; Putney, 2003).  
Aunque el rellenado de los depósitos de Ca2+ pueda parecer la principal misión de 
estos canales, en realidad juegan un papel fundamental en fenómenos tan variados 
como los de oscilaciones del calcio citosólico, regulación de la actividad de 
algunos enzimas y de la transcripción de algunos genes, reacción acrosómica o 
exocitosis en células no excitables como mastocitos. En células cromafines 
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bovinas, el grupo de Nowycky (Fomina y Nowycky, 1999) demostró que estas 
corrientes de entrada de Ca2+ son capaces de estimular la exocitosis a potenciales 
negativos (cuando los CCDV están inactivos) así como de potenciar las respuestas 
secretoras tras la activación de los CCDV. Se especula que tras un tren de 
potenciales de acción que deplete de forma considerable la población de vesículas 
listas para ser secretadas, la entrada de calcio operada por depósitos podría 
contribuir a la recuperación del tamaño de dicha población ya que, como se sabe, 
el movimiento de vesículas desde la población de reserva hasta la de las listas para 
ser secretadas es dependiente de Ca2+ citosólico. 
 
1.2.3.4.-Canales de Ca2+ dependientes de voltaje (CCDV) en la célula cromafín 
Los CCDV son la principal vía de entrada de Ca2+ extracelular en la célula 
cromafín. Su apertura permite la entrada en la célula de grandes cantidades de Ca2+ 
debido al gran gradiente electroquímico existente para el Ca2+ entre uno y otro lado de la 
membrana plasmática.  
Los CCDV pueden dividirse, desde un punto de vista biofísico, en dos grandes 
grupos (Carbone y Lux, 1984; Nowycky y col., 1985; Fox y col., 1987) en función del 
voltaje requerido para su apertura: los canales de bajo umbral de activación (LVA, del 
inglés “low voltage-activated”), que se abren a potenciales por encima de -50 mV, y los 
canales de alto umbral de activación (HVA, del inglés “high voltage-activated”), que 
requieren una fuerte despolarización de la membrana para abrirse (por encima de -30 
mV). 
Los CCDV LVA, o de tipo T (del inglés “tiny” o “transient”), se caracterizan 
por activarse tras ligeras despolarizaciones de la célula y por una rápida cinética de 
inactivación. Han sido identificados en una gran variedad de células excitables; su 
principal función es la de generar una actividad eléctrica rítmica en las células, así como 
facilitar la entrada de calcio a potenciales de membrana más hiperpolarizados (Bean, 
1985). En cuanto a las células cromafines, se ha descrito su presencia en células 
cromafines bovinas (Diverse-Pierluissi y col., 1991) y en células cromafines de rata 
(Hollins y Ikeda, 1996; Bournaud y col., 2001). Se piensa que este tipo de CCVD 
estaría principalmente presente en células cromafines inmaduras en desarrollo, en las 
que sería el responsable de la respuesta de estas células a la hipoxia (Levitsky y Lopez-
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Barneo, 2009; Souvannakitti y col., 2010) donde se postula que serían reemplazados por 
CCDV HVA paralelamente a la maduración del tejido y de la maquinaria exocitótica. 
Con respecto a los canales HVA, se han descrito hasta cinco subtipos, que se 
diferencian entre sí por sus propiedades biofísicas y farmacológicas: los subtipos L, N, 
P/Q y R. En la célula cromafín se expresan todos ellos: los L (Hoshi y Smith, 1987; 
Bossu y col., 1991; Albillos y col., 1994), los N (Bossu y col., 1991; Artalejo y col., 
1992; Albillos y col., 1994), los P (Albillos y col., 1993; Gandia y col., 1993a; Artalejo 
y col., 1994) y los Q (Lopez y col., 1994; Albillos y col., 1996a). Respecto al canal R, 
se sabe que la célula cromafín bovina expresa ARNm para la subunidad α1E (Garcia-
Palomero y col., 2000), implicada en la formación del poro iónico de este subtipo de 
canal, y que tanto las células cromafines bovinas como las de ratón presentan una 
fracción de la corriente de Ca2+ total que no se bloquea por ninguno de los bloqueantes 
selectivos para el resto de subtipos de canales de calcio, la cual se atribuye a canales R.  
Los diferentes subtipos de canales HVA en la célula cromafín presentan una 
densidad relativa muy diferente entre especies (Figura 5) (Garcia y col., 2006). Así, los 
de subtipo P/Q predominan en la humana y bovina, especies en las que los de subtipo L 
están muy poco representados; los canales L son los más abundantes en rata, ratón y 
gato y los de subtipo N abundan en células cromafines de cerdo (Figura 5).  
 
Figura 5. Distribución de los diferentes subtipos de canales de calcio en cultivos primarios 
de células cromafines de la médula adrenal de distintas especies (Garcia y col., 2006). 
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También difiere entre especies el grado en que cada uno de estos subtipos de canales 
HVA contribuye a la secreción de catecolaminas. En células cromafines bovinas los de 
tipo L y Q parecen ser los principales implicados, (Lopez y col., 1994) e incluso se ha 
sugerido que los de tipo Q estarían más directamente acoplados a la maquinaria 
exocitótica que los L (Lara y col., 1998). 
 
1.2.3.5.-Mecanismos moduladores de la actividad de los CCDV  
Los CCDV representan un papel crucial en innumerables respuestas celulares y 
por ello necesitan ser modulados finamente para poder regular las señales citosólicas de 
Ca2+, evitando así un aumento excesivo de la concentración de Ca2+ intracelular que 
podría llevar a una activación de los mecanismos de muerte presentes en la célula. Dos 
factores controlan principalmente la actividad de los CCDV: el voltaje y el propio Ca2+. 
Ambas formas de inactivación son reguladas por diversos dominios en las subunidades 
α y β (Wykes y col., 2007). También se ha descrito la existencia de mecanismos 
moduladores autocrino/paracrinos producidos por diversos productos neurosecretores, 
mediados por proteínas G (Garcia y col., 2006). 
 
Modulación de los CCDV por Ca2+ 
Los CCDV se pueden modular por una acumulación de Ca2+ en la superficie 
interna de la membrana. Esta inactivación dependiente de Ca2+ (CDI, del inglés 
“calcium-dependent inactivation”) se describió por primera vez en la fibra muscular del 
Balanus nubilus por Hagiwara y Nakajima (Hagiwara y Nakajima, 1966). Estos autores 
observaron que tras aplicar una fuerte despolarización, las contracciones musculares 
solamente se producían cuando la concentración de Ca2+ intracelular se encontraba 
disminuida por la presencia de quelantes como el EGTA, EDTA o K-citrato. Años más 
tarde, esta hipótesis fue corroborada con estudios en otras células excitables (Brandt y 
col., 1976; Brehm y Eckert, 1978; Tillotson, 1979).  
Es de destacar que los diferentes subtipos de CCDV se diferencian entre sí en 
cuanto a su sensibilidad a la inactivación por el Ca2+. Así, los CCDV de tipo L presentes 
en el músculo esquelético se inactivan rápidamente tras la aplicación de un estímulo 
despolarizante, mientras que los CCDV neuronales (N, P/Q) presentan una inactivación 
más lenta (Yue y col., 1990; von Gersdorff y Matthews, 1996).  
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Algunos autores han descrito que la sustitución por Ba2+ en el medio 
extracelular, así como la reducción de la concentración de Ca2+ extracelular y/o la 
adición de quelantes de Ca2+, ejercen poco efecto sobre la inactivación de los CCDV de 
tipo N y P/Q, lo que apoyaría la idea de que la modulación de éstos se ejercería 
solamente por el voltaje (Edwards y Jones, 1993; Patil y col., 1998). Por el contrario, 
otros grupos han encontrado claras evidencias a favor de la modulación de estos 
subtipos de CCDV por el Ca2+ (Cox y Dunlap, 1994; Tareilus y col., 1994; Lee y col., 
1999; Shirokov, 1999). En lo que respecta a los CCDV existentes en la membrana de la 
célula cromafín, el CCDV tipo L presenta una inactivación dependiente de Ca2+ más 
lenta que la presentada por los canales N y P/Q (Hernández-Guijo y col., 2001). 
 
Modulación de los CCDV por voltaje 
 Poco se conoce del mecanismo por el cual los CCDV se inactivan por voltaje. 
Sin embargo, este proceso de inactivación puede ser observado al compararse la 
corriente generada por una secuencia de dos pulsos de voltaje. Si el intervalo entre los 
dos pulsos es corto y no permite una recuperación del canal, la inactivación se evidencia 
como una disminución de la amplitud de la corriente durante el segundo pulso de 
voltaje (Gutnick y col., 1989). Otra forma de observarse la inactivación por voltaje es 
cambiando el potencial de fijación de membrana a potenciales menos negativos 
(Villarroya y col., 1999). 
La inactivación por voltaje parece afectar de forma diferente a los distintos 
subtipos de CCDV y se podría decir que presenta dos fases o estados de inactivación: 
una inactivación media, a bajos potenciales (en torno a -55 mV), que afecta 
fundamentalmente al componente sensible a ω-conotoxina GVIA (canales tipo N), y 
una segunda fase que afecta el componente mantenido de la corriente, inactivado a 
voltajes sobre -10 mV y que es sensible a dihidropiridinas (canal tipo L). También se ha 
descrito que los canales del tipo N no sufren inactivación por voltaje (Artalejo y col., 
1992). A nivel de la célula cromafín, se ha demostrado que los canales N y P/Q son más 
susceptibles que los canales L a la inactivación por voltaje (Villarroya y col., 1999).  
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Modulación de los CCDV por neurotransmisores acoplados a proteínas G 
En 1986, se propuso por vez primera que la inhibición de las corrientes de calcio 
producida por algunos neurotransmisores podría estar siendo modulada por voltaje. En 
estos experimentos, se observó un enlentecimiento de la activación de los CCDV a 
potenciales negativos en presencia de dopamina (Marchetti y col., 1986).  
En las dos últimas décadas, se ha profundizado en el conocimiento de este tipo 
de mecanismo modulador de la actividad de los CCDV, habiéndose demostrado el papel 
de las subunidades βγ de las proteínas G en la inhibición de los CCDV. Así, la unión de 
diversos neurotransmisores a sus receptores de membrana van a activar determinados 
subtipos de proteínas G. Las subunidades βγ de la proteína G se unen directamente a la 
subunidad α1 del CCDV, haciendo el canal resistente a la apertura (Ikeda, 1996; Fox y 
col., 2008). Este tipo de regulación de la entrada de Ca2+ por la acción de diversos 
neurotransmisores acoplados a proteínas G se caracteriza por que las corrientes de Ca2+ 
presentan una cinética de activación lenta y una menor inhibición a potenciales 
positivos. Por otro lado, la aplicación de un breve prepulso despolarizante es capaz de 
producir una pérdida parcial de la inhibición, lo que  ha sido denominado por algunos 
autores como “facilitación” de la corriente de calcio (Bean, 1985; Ikeda, 1991; Ikeda y 
Dunlap, 1999; Garcia y col., 2006). 
 
Figura 6: Mecanismo de inhibición de los canales de calcio por proteínas G. En condiciones 
control, las proteínas G no están acopladas a los CCVD. La aplicación de un estímulo 
despolarizante, genera una corriente de entrada que no se modifica en caso de la aplicación 
de un prepulso despolarizante (A). Cuando el ATP se une a los receptores purinérgicos, la 
proteína G cambia de conformación modulando el canal disminuyendo el pico de la corriente 
(B). La aplicación de un prepulso despolarizante en estas condiciones desacopla la proteína G 
del canal de calcio, revertiendo la inactivación (C) (Garcia y col., 2006). 
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La unión del ATP a su receptor es un ejemplo de la modulación de los CCDV 
por proteínas G en las células cromafines (Gandia y col., 1993b; Ulate y col., 2000). 
Cuando el ATP se une a los receptores purinérgicos, se activa una proteína G que actúa 
enlenteciendo la activación de la corriente de calcio y disminuyendo su amplitud. La 
aplicación de un prepulso despolarizante va a actuar desacoplando la proteína G del 
canal, promoviendo así una aparente “facilitación” de la corriente de entrada (Figura 6).  
Dos observaciones experimentales apoyan el papel de la proteína G en la 
modulación de los CCDV. Por un lado, tanto la diálisis celular con GDP-β-S como el 
pretratamiento con toxina Pertussis, ambos inhibidores de la actividad de las proteínas 
G, impiden la inactivación de los canales por neurotransmisores. Por otro lado, la 
adición a la solución intracelular de GTP-γ-S, un análogo no hidrolizable de GTP que 
actúa como activador de la proteína G, inhibe las corrientes de calcio (Diverse-Pierluissi 
y col., 1991; Gandia y col., 1993b; Garcia y col., 2006; Fox y col., 2008).  
A nivel de la célula cromafín, también se ha demostrado que la activación de los 
receptores opioides µ y δ inhiben la corriente de calcio y disminuyen su activación  y 
que diversos componentes de las vesículas secretoras (catecolaminas, ATP, 
neuropéptidos y opioides) podrían estar modulando los CCDV a través de este 
mecanismo mediado por proteínas G, habiéndose descrito que se trataría de un 
mecanismo de modulación de tipo autocrino/paracrino de los CCDV (Albillos y col., 
1996a; Garcia y col., 2006). 
1.2.2.6.-Ciclo de actividad de una célula cromafín  
Ya en 1934 se sugirió que la ACh es el principal agonista fisiológico de las 
células cromafines (Feldberg y col., 1934). Ésta es liberada por las fibras del nervio 
esplácnico, que en condiciones de reposo se estima que disparan de forma asincrónica 
con una frecuencia de 0,1 Hz (Biales y col., 1976; Brandt y col., 1976); en situaciones 
de estrés, sin embargo, su frecuencia de descarga se incrementa hasta tres veces y puede 
llegar a sincronizarse, lo cual se traduce en la liberación de gran cantidad de ACh al 
espacio sináptico esplácnico-cromafín. En 1980, Kidokoro y Ritchie describieron que el 
grado de liberación de catecolaminas por la célula cromafín se incrementa de forma 
dosis-dependiente con la frecuencia de disparo de potenciales de acción inducidos en 
ésta por la ACh (Kidokoro y Ritchie, 1980); fue la primera evidencia clara del 
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acoplamiento entre el comportamiento eléctrico de la célula cromafín y su función 
secretora.  
La ACh liberada por el nervio esplácnico activará entonces receptores 
nicotínicos y/o muscarínicos presentes en la membrana de la célula cromafín; aunque el 
porcentaje de uno y otro colinoceptor varía entre especies animales y se altera en 
situaciones de estrés crónico, en los mamíferos predomina la acción de la ACh sobre los 
receptores nicotínicos (O'Sullivan y Burgoyne, 1989).  
Tras la unión de la ACh al receptor nicotínico se va a producir la apertura de su 
canal iónico, penetrando a su través iones Na+ y, en menor medida, Ca2+ (Figura 7) 
(Douglas y col., 1967) .  La entrada de Na+ va a provocar una ligera despolarización de 
la membrana, suficiente para inducir la apertura de canales de Na+ voltaje dependientes 
(Gonzalez-Garcia y col., 1993). La apertura de estos canales de Na+ conduce a la 
entrada masiva de Na+ al interior celular, lo que va a favorecer una mayor 
despolarización celular, capaz de inducir la activación de los canales de Ca2+ voltaje-
dependientes y con ello la entrada de Ca2+ desde el espacio extracelular (Garcia y col., 
1984). Paralelamente, la ACh puede activar receptores muscarínicos, cuyos efectos en 
la excitabilidad de la célula y en la secreción de catecolaminas van a ser muy variables 
entre especies.  
 
Figura 7. Esquema del proceso de activación de una célula cromafín 
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Durante todo este proceso de activación celular, la mitocondria y el retículo 
endoplásmico estarán también activos, ejerciendo un riguroso control de los transientes 
de [Ca2+]c que se alcanzan en diferentes zonas del citosol, y especialmente de los 
microdominios del calcio que se alcanzan en las regiones subplasmalemales, 
relacionadas con los sitios de exocitosis.  
La finalización del ciclo de actividad de la célula cromafín se puede producir por 
varios mecanismos:  
1)  hidrólisis de la ACh –a colina y acetato- en el espacio sináptico por parte de la 
enzima acetilcolinesterasa. 
2) desensibilización de los receptores nicotínicos por exposición continuada a ACh.  
3)  inactivación de los CCDV por el propio Ca2+ y por el voltaje.  
4) inhibición de los CCDV por productos de secreción (ATP y opioides). 
5) activación de los canales de K+ dependientes de Ca2+, que favorecen la 
repolarización de la membrana plasmática, disminuyendo la excitabilidad 
celular. 
 
1.3.-HOMEOSTASIA CELULAR DEL CALCIO 
El Ca2+ puede considerarse un mensajero intracelular universal que interviene 
en procesos tan variados como la fecundación del ovocito por el espermatozoide, el 
desarrollo embrionario, la contracción de los músculos, la coagulación de la sangre, la 
excitabilidad neuronal, el transporte axoplásmico, la secreción de hormonas o la 
liberación de neurotransmisores; por otra parte, también está implicado en los procesos 
de envejecimiento y muerte neuronal como se puede ver en la Figura 8. 
La concentración de Ca2+ citosólico ([Ca2+]c) en la célula en reposo es bajísima 
(del orden de 50-200 nM, unas 10.000 veces menor que la concentración extracelular), 
lo que da lugar a que incrementos relativamente pequeños de Ca2+ puedan generar una 
elevada relación [Ca2+]c/[Ca2+]c reposo y servir de señal que dispara esta gran variedad de 
fenómenos fisiológicos. Además, el calcio se une con avidez a muchas proteínas, lo que 
le confiere especial eficacia como segundo mensajero. Por otra parte, este catión se 
diferencia de otros segundos mensajeros en que no puede sintetizarse de novo ni 
degradarse; las señales intracelulares de Ca2+ son el resultado de una regulación rápida y 
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dinámica entre el Ca2+ que entra a través de los CCDV, el Ca2+ tamponado, la salida o 
bombeo de Ca2+ desde el citosol hacia el exterior celular y el secuestro/liberación de 
Ca2+ por las organelas intracelulares, regulación que definirá la magnitud, distribución 
espacio-temporal y frecuencia de la señal citosólica de Ca2+; y que posibilita generar 
incrementos locales de [Ca2+]c, y por tanto respuestas locales, sin que se produzcan 
elevaciones globales del [Ca2+]c en la célula, que implicarían un mayor gasto energético 
para restaurar los niveles basales de Ca2+.  
Una característica del Ca2+ como segundo mensajero es su lenta difusión en el 
citosol, como consecuencia del tamponamiento que sufre al introducirse en la célula. En 
células endocrinas se estima que sólo uno de cada 30-100 iones de Ca2+ se encuentra en 
estado libre; el resto permanecen reversiblemente unidos a ciertas proteínas que unen 
Ca2+, como la parvalbúmina, la calbindina o la calmodulina (Neher y Augustine, 1992). 
Estas proteínas actúan como primer mecanismo de tamponamiento tras la entrada 
masiva de Ca2+, pero la célula cromafín presenta además otros mecanismos que evitarán 
su sobrecarga con Ca2+ y le permitirán recuperar los niveles de [Ca2+]c basales:  
1) las bombas e intercambiadores de la membrana plasmática, que expulsarán Ca2+ 
hacia el exterior celular  
2) las organelas intracelulares dinámicas, como el retículo endoplásmico y la 
mitocondria, que lo secuestrarán o lo liberarán en función de su estado de 
rellenado y de la [Ca2+]c 
3) las organelas estáticas como las vesículas cromafines, que lo quelarán en su 
interior. 
  
Existen igualmente unos mecanismos de salida (bombas e intercambiadores de 
Ca2+) y de secuestro/liberación de Ca2+ (en retículo endoplásmico y mitocondria) que 
contribuyen en la célula cromafín a la homeostasia del mismo, esquematizados en la 
Figura 8 (para una revisión más extensa se puede consultar (Berridge y col., 2003)). 
 
1.3.1.-El retículo endoplásmico (RE) 
El RE es una organela con alta capacidad para almacenar Ca2+ y para 
intercambiarlo rápidamente con el citosol. La [Ca2+] en el interior del RE ([Ca2+]RE) se 
	   	   Introducción 
	   27 
ha estimado en aproximadamente 5-10 mM. Pero la mayoría de este Ca2+ está unido a 
calreticulina y a otras proteínas que unen Ca2+, de modo que los valores de [Ca2+]RE en 
forma libre se estiman en un rango que va desde µM hasta 3 mM, según las técnicas 
empleadas (Meldolesi y Pozzan, 1998).  
 
Figura 8. Resumen de los principales mecanismos de señalización y de homeostasia del 
calcio en una célula modelo (adaptado de Berridge y col., 2003). 
 
En la membrana del RE de la célula cromafín se encuentran tres estructuras que 
participan en la homeostasia del calcio:  
a) una bomba ATPasa de Ca2+ (la SERCA, del inglés “Sarcoplasmic and 
Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase”). La SERCA toma el Ca2+ del citosol y lo 
acumula en el lumen del RE en contra de gradiente electroquímico, con gasto de 
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ATP (Pozzan y col., 1994; Meldolesi y Pozzan, 1998). Esta bomba posee una baja 
capacidad pero una alta afinidad por el Ca2+ (0,1-1 µM), por lo que su función 
principal es la de controlar la [Ca2+]c en condiciones de reposo o en ausencia de 
estímulo. 
 Uno de los fármacos más empleados en investigación para depletar el RE de Ca2+ 
es la tapsigargina, un inhibidor irreversible de la SERCA que utilizamos en 
nuestro estudio (Thastrup y col., 1990). 
b) los receptores de rianodina (RyR). Se encuentran presentes en casi todos los 
tipos celulares de mamíferos. En condiciones fisiológicas se activan sólo por Ca2+ 
(Zucchi y Ronca-Testoni, 1997). 
La función de los RyR donde se encuentra mejor descrita es en las células del 
músculo cardíaco, en las que median el denominado CICR (“Calcium-Induced 
Calcium Release”), un fenómeno de amplificación de la señal de Ca2+ 
caracterizado por primera vez por Fabiato (Fabiato, 1983): el Ca2+ que entra por 
los CCDV (de tipo L) activa la salida de Ca2+ del RE a través de los RyR, 
amplificando y propagando la señal de calcio por el citosol. La liberación de Ca2+ 
por CICR responde a una curva en campana. Al comienzo, la liberación se 
incrementa por un mecanismo de retroalimentación positiva; pero al alcanzarse 
elevadas [Ca2+]c la liberación de Ca2+ se inhibe (con una CI50 de 120-150 µM) 
(Meissner y col., 1986). 
La rianodina, compuesto que da nombre a los RyR y que también utilizamos en 
nuestro estudio, modifica la actividad de éstos de diferentes maneras en función 
de su concentración. Así, en el rango nanomolar los activa; en el rango de decenas 
de micromolar los deja, de forma uso-dependiente, en un estado de 
semiconductancia caracterizado por un tiempo medio de apertura de hasta 20 
veces mayor y por insensibilidad a la activación por Ca2+; finalmente, a 
concentraciones por encima de 200 µM, bloquea RyR de forma irreversible (Buck 
y col., 1992; Zucchi y Ronca-Testoni, 1997). 
Otro de los compuestos capaz de liberar Ca2+ del RE a través de RyR es la cafeína 
(Cheek y col., 1993), hasta el punto de que en ausencia de calcio extracelular 
puede provocar la secreción de catecolaminas en muchas especies animales. La 
actividad de este compuesto sobre RyR es dependiente de la [Ca2+]RE, de modo 
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que a concentraciones submaximales la cafeína no puede vaciar por completo el 
RE de Ca2+, sólo puede liberar Ca2+ del RE de forma cuantal, hasta que se 
alcanzan ciertos niveles de [Ca2+]RE (Alonso y col., 1999). 
En células cromafines bovinas, mediante el uso de ecuorinas dirigidas a RE, que 
permiten monitorizar directamente los cambios en la [Ca2+]RE, se pudo demostrar 
la presencia del fenómeno de CICR en respuesta a pulsos de cafeína, de alto K+ 
(70 mM) o del agonista nicotínico DMPP (Alonso y col., 1999). Previamente se 
contaba sólo con evidencias indirectas del fenómeno: la secreción de 
catecolaminas en respuesta a estímulos de alto K+ se veía disminuida tras depletar 
el RE con cafeína, mientras que se recuperaba conforme se lavaba la cafeína y se 
rellenaba el RE con pulsos sucesivos de K++Ca2+ (Lara y col., 1997). En este 
trabajo se sugería la hipótesis de que el RE, en función de su estado de rellenado, 
podía actuar como una fuente (si está lleno) o un sumidero (si está vacío) de Ca2+ 
citosólico, modulando de este modo la señal de [Ca2+]c y la secreción de 
catecolaminas inducidas por la apertura de CCDV. 
Con estos tres compuestos: cafeína, rianodina y tapsigargina, hemos elaborado un 
cóctel que llamamos CRT para depletar de Ca2+ el RE e impedir el rellenado del 
mismo (ver materiales y métodos). 
c) los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (RIP3). Estos receptores se encuentran 
en todos los tipos celulares. En la cascada de señalización intracelular de 
determinados agonistas se activa la fosfolipasa C, que hidroliza el fosfatidil 
inositol 4,5-difosfato (PIP2) de la membrana a diacilglicerol e IP3. El IP3 se 
liberará al citosol, donde activará la salida de Ca2+ del RE a través de los RIP3.  
En células cromafines bovinas los agonistas del receptor de ACh de tipo 
muscarínico, la bradicinina y la histamina activan este tipo de respuesta (Forsberg 
y col., 1986; Augustine y Neher, 1992; Alonso y col., 1999), que es capaz de 
desencadenar exocitosis (Augustine y Neher, 1992). Por tanto, en condiciones 
fisiológicas, el RE de las células cromafines puede actuar como un reservorio de 
Ca2+ tanto vía RyR como vía RIP3.  
La capacidad de RIP3 para liberar Ca2+ del RE es sensible a las concentraciones de 
calcio intraluminal y citosólico, de modo que, al igual que RyR, su actividad es 
también dependiente de Ca2+ (y no sólo de la presencia de IP3). Esta dependencia 
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del Ca2+ se ejerce como una modulación del estado de afinidad del receptor por su 
agonista IP3, lo que permite a este receptor estar dinámicamente acoplado a las 
condiciones del medio citosólico y al estado de rellenado del RE para activarse o 
inhibirse (Taylor, 1998; Miyakawa y col., 2001; Taylor y Laude, 2002; Berridge y 
col., 2003). Esta habilidad del Ca2+ para regular la actividad de RIP3 explica la 
generación de oscilaciones intracelulares de Ca2+ en células cromafines de rata 
(Malgaroli y Meldolesi, 1991; Inoue y col., 2004).  
 
1.3.2.-La mitocondria 
 La visión clásica de que la principal función de la mitocondria en la célula es la 
de producir energía mediante la síntesis de ATP cambió radicalmente en la década de 
los 90, cuando se evidenció que esta organela es además esencial en el control de la 
señal intracelular del Ca2+, tanto en neuronas (Werth y Thayer, 1994; White y Reynolds, 
1997; Pivovarova y col., 1999) como en células cromafines (Herrington y col., 1996; 
Babcock y col., 1997; Montero y col., 2000; Garcia-Sancho y col., 2012).  
 En la célula cromafín se ha descrito que la mitocondria puede actuar como un 
depósito rápido y reversible de Ca2+ que tampona y modula los incrementos de [Ca2+]c 
que se producen tras una despolarización. En células cromafines bovinas ello se traduce 
en que la mitocondria es capaz de modular procesos como el de la secreción de 
neurotransmisores (Montero y col., 2000; Montero y col., 2001; Villalobos y col., 
2002), la inactivación de CCDV por Ca2+ (Hernández-Guijo y col., 2001) o el 
desensamblaje de los filamentos de F-actina mediado por PKC, que a su vez regula la 
magnitud de la respuesta secretora (Cuchillo-Ibáñez y col., 2004). Las principales 
estructuras que contribuyen a ello son:  
a) el uniportador de Ca2+ mitocondrial: Ubicado en la membrana interna de la 
mitocondria, actúa gracias al gradiente electroquímico generado por la baja 
concentración de Ca2+ en la matriz mitocondrial ([Ca2+]M), similar a la del citosol, 
del orden de 100-200 nM (Rizzuto y col., 1993), así como por el potencial de la 
membrana interna mitocondrial, de entre -150 y -180 mV (Duchen, 1999). El 
uniportador de Ca2+ en las células cromafines presenta una baja afinidad y una alta 
capacidad para unir Ca2+, activándose en un rango de [Ca2+]c de 500 nM a 2 µM 
sin llegar a la saturación. Esto se traduce en que, tras un estímulo, la mitocondria 
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puede captar Ca2+ rápidamente, hasta alcanzarse [Ca2+]M cercanas al rango de 
milimolar (Herrington y col., 1996; Montero y col., 2000).  
 Una vez captado el calcio por la mitocondria, el gradiente electroquímico de este 
catión se invierte y el Ca2+ comenzará a salir lentamente de ésta hasta recuperarse 
los niveles basales de [Ca2+]M en 1-2 min, gracias a los: 
b) intercambiadores de Na+/Ca2+ (NCX) y de H+/Ca2+: Son los dos mecanismos 
involucrados en la salida del Ca2+ mitocondrial tras un estímulo. El NCX 
introduce en el lumen mitocondrial 3 iones Na+ por cada ion Ca2+ que saca al 
citosol (Reeves y Hale, 1984); posee baja afinidad y alta capacidad para movilizar 
Ca2+ y es reversible: funciona a favor de gradiente iónico y según la magnitud y 
polaridad de los potenciales electroquímicos. El intercambiador H+/Ca2+ introduce 
2 H+ por cada Ca2+ que saca al citosol y se ha caracterizado principalmente en 
hígado y riñón (Gunter y col., 2000). 
 
1.3.3.-Mecanismos de salida del Ca2+ citosólico al exterior celular 
En la membrana celular se localizan dos sistemas que pueden estar implicados 
en la salida del Ca2+ desde el citosol hacia el exterior celular:  
a) el intercambiador Na+/Ca2+: Es un transportador capaz de extraer grandes 
cantidades de Ca2+ de la célula a cambio de la entrada de Na+. Posee una baja 
afinidad por el Ca2+, de hecho su actividad comienza a ser notable a partir de 
[Ca2+]c de unos 250 nM, y permanece activo cuando la [Ca2+]c ha llegado a 2 µM. 
Por tanto, participa de manera considerable en la expulsión de calcio del citosol 
tras un estímulo (Tang y col., 2000). Puede actuar en modo reverso, esto es, 
bombeando Ca2+ hacia el interior celular, en función del gradiente electroquímico 
de Na+ (Blaustein y Lederer, 1999). 
b) la bomba de Ca2+ dependiente de ATP: Es una ATPasa Ca2+/H+-dependiente muy 
semejante a la SERCA, es decir, posee una baja capacidad para transportar Ca2+ pero 
una elevada afinidad por éste (0,1-1 µM), de manera que se satura fácilmente. Esto 
indica que puede responder a modestas elevaciones de [Ca2+]c y que por tanto es útil 
para mantener bajos los niveles de [Ca2+]c en condiciones de reposo.  
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2.-HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 Se piensa que una alteración de la actividad del eje simpatoadrenal, con un 
incremento de la liberación de catecolaminas, puede ser una de las bases 
fisiopatológicas implicadas en la hipertensión arterial (HTA). De hecho, se ha 
observado que los niveles plasmáticos de adrenalina y noradrenalina se encuentran 
elevados en ratas espontáneamente hipertensas (SHR), de forma similar a lo que ocurre 
en los pacientes que sufren HTA esencial. En estudios previos realizados en glándulas 
adrenales intactas de ratas SHR se ha observado que la liberación de catecolaminas 
inducida por la aplicación del neurotransmisor fisiológico acetilcolina (ACh) o por 
concentraciones elevadas de K+, es mayor en ratas SHR, en comparación con ratas 
normotensas control. Basándonos en estos datos previos, en la presente Tesis Doctoral 
queremos caracterizar la liberación de catecolaminas a nivel de célula única utilizando 
un estímulo fisiológico como la ACh frente a un estímulo despolarizante por alto K+ 
comparando las células de ratas control con las hipertensas (SHR). 
Por otra parte, hace ya mas de 50 años que Douglas y Rubin acuñaron la 
expresión “acoplamiento excitación-secreción” para resaltar la importancia del Ca2+ en 
el desencadenamiento de la secreción de catecolaminas en la célula cromafín de la 
glándula adrenal de gato. Estos autores establecieron que el mecanismo de liberación 
era un proceso Ca2+-dependiente (Douglas y Rubin, 1961a). Posteriormente otros 
autores han validado este concepto. Así, Baker y Knight hicieron experimentos con 
células cromafines permeabilizadas y corroboraron que la exocitosis era controlada 
principalmente por Ca2+ y también por ATP intracelular (Baker y Knight, 1978); en 
1981, Wakade demostró que la secreción de catecolaminas en la adrenal de rata se 
abolía en ausencia de Ca2+ extracelular (Wakade, 1981); Knight y Kesteven (en 1983) 
determinaron que es el Ca2+ en estado libre y ionizado el responsable de la secreción 
(Knight y Kesteven, 1983). 
 Como hemos comentado en el apartado de Introducción, en la célula cromafín 
una vez que se abren los CCDV, el Ca2+ entra en la célula merced a un doble gradiente 
eléctrico y químico pero, además, el incremento de los niveles citosólicos de Ca2+ libre 
puede también deberse a una liberación del catión desde depósitos ubicados en 
organelas citoplasmáticas (retículo endoplásmico y mitocondria, fundamentalmente; 
(Alonso y col., 1999; Montero y col., 2000)). Estos depósitos de calcio pueden servir 
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también para regular la homeostasia celular del calcio y, por ende, el proceso 
exocitótico de catecolaminas.  
 En relación a los distintos elementos implicados en la regulación de la exocitosis 
por el Ca2+, el año 2006 nuestro grupo postuló la hipótesis de que existiría una unidad 
funcional compuesta por los CCDV, el RE y la mitocondria que estaría regulando los 
microdominios de Ca2+ necesarios para regular las etapas tempranas y tardías del 
proceso exocitótico y que se vino a denominar la “Triada funcional” (Garcia y col., 
2006; Garcia y col., 2012). Por ello, en la presente Tesis Doctoral nos planteamos 
también estudiar la posible implicación de los elementos que integran esta triada 
funcional (esto es, los CCDV, el RE y la mitocondria), en la regulación de la secreción 
de catecolaminas en animales control e hipertensos, utilizando para ello tanto células 
cromafines aisladas como un modelo más fisiológico basado en el uso de rodajas de 
glándulas adrenales de ratas control y ratas SHR. 
 
 
Figura 9: Esquema de la “triada funcional” que regula los movimientos de Ca2+ relacionados 
con la liberación de catecolaminas de la médula adrenal (Garcia y col., 2006).  
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Basándonos en estos antecedentes e hipótesis de nuestro grupo de investigación, 
en la presente Tesis Doctoral nos hemos planteado como objetivo principal la 
caracterización del proceso secretor de catecolaminas comparando las células de ratas 
control con las hipertensas (SHR), así como caracterizar la posible implicación de los 
diferentes elementos que integran la triada funcional (CCDV, RE y mitocondria), en la 
regulación de la homeostasia del Ca2+ y la consiguiente secreción de catecolaminas en 
animales control e hipertensos. 
Para poder desarrollar este objetivo principal, nos hemos planteado los 
siguientes objetivos concretos: 
1. Estudiar la secreción de catecolaminas por métodos amperométricos en célula 
única utilizando un estímulo fisiológico como la ACh frente a un estímulo 
despolarizante por alto K+, comparando las células de ratas control con las 
hipertensas (articulo 1 de resultados). 
2. Estudiar la implicación de las organelas, el RE y la mitocondria, en la secreción 
estimulando las células, además de los dos anteriores mencionados, con CRT 
(mezcla de cafeína, rianodina y tapsigargina) para vaciar de calcio el retículo e 
impedir el rellenado del mismo y FCCP (protonóforo mitocondrial) que vacía de 
calcio la mitocondria y a su vez impide el rellenado de la mitocondria (articulo 2 
de resultados). 
3. Estudiar la implicación del RE y la mitocondria en la gestión del calcio en rodajas 
de glándulas adrenales con sondas fluorescentes específicas para el citosol (Fura 
2-AM), para el retículo (Fura FF-AM) y para la mitocondria (Rhod 2-AM) 
(articulo 3 de resultados).  
4. Estudiar la implicación de los distintos subtipos de canales de calcio dependientes 
de voltaje (CCDV) tanto en rodajas como en célula única con las técnicas de 
patch-clamp y sondas fluorescentes y su posible modulación por ATP exógeno, 
comparando las células cromafines control con las hipertensas (articulo 4 de 
resultados). 
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3.-MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1.-ANIMALES 
Para el desarrollo de la parte experimental de la presente Tesis Doctoral se han 
utilizado ratas machos de 16 semanas de edad, normotensas e hipertensas (cepa SHR; 
(Iriuchijima, 1973; Grobecker y col., 1975; Pak, 1981), de aproximadamente 300 g de 
peso, estabuladas en condiciones de 24+2ºC con un 60% de humedad relativa y un ciclo 
de 12 horas de luz/oscuridad. Los animales fueron alimentados con una dieta estándar y 
agua ad libitum. 
Los animales se manipularon de acuerdo a las directrices del Comité de Ética 
para el manejo de animales de investigación (normas europeas y españolas) de la 
Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid.  
 
3.2.-AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CÉLULAS CROMAFINES DE RATA 
Los animales procedentes del animalario fueron sacrificados por decapitación. 
Una vez abierto el abdomen y extraídas las glándulas adrenales, éstas se mantuvieron en 
medio Locke frío y libre de Ca2+ y Mg2+ con la siguiente composición (en mM) 154 
NaCl; 3,6 KCl; 5,6 NaHCO3; 11 glucosa; 10 Hepes; pH 7.2.  
Posteriormente, y bajo condiciones de esterilidad, se procedió a la disección 
manual de la médula adrenal (Figura 10), colocando la glándula sobre un trozo de papel 
de filtro estéril humedecido en solución de Locke situado sobre una placa de Petri, bajo 
un microscopio estereoscópico. Primeramente se eliminó toda la grasa periglandular, 
tras lo cual se realizó un corte de arriba abajo en la cápsula a partir del cual se disecó el 
interior glandular al arrastrar la hoja de un bisturí hacia el lado opuesto del corte. A 
continuación y con ayuda del bisturí se recortó todo el tejido cortical, que recubre la 
médula, disecando esta última completamente (Figura 10). 
Los fragmentos de médula se colocaron en un tubo Falcon conteniendo una 
solución de enzimas digestivas en medio Locke (2 mg/ml de colagenasa, 0,15 mg/ml de 
DNAsa, y 0,15 mg/ml de hialuronidasa) incubándose en esta solución enzimática 
durante 20-30 minutos a 37º C. Cada cinco minutos se agitaban suavemente los trozos 
de médula, ayudándonos de una pipeta pasteur de vidrio. Una vez finalizada la fase de 
digestión enzimática se disgregaron las médulas, mecánicamente, con ayuda de una 
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pipeta pasteur, y rápidamente se procedió a parar la reacción enzimática añadiendo a la 
misma 5 ml de medio con suero bovino fetal. Acto seguido se filtró la solución celular 
resultante a través de una malla de 80 µm de poro, eliminando de esta manera todos los 
restos de tejido que no fueron digeridos.  
 
 
Figura 10. Representación esquemática de la disección de la médula de la glándula adrenal 
de rata. 
 
Seguidamente y con objeto de eliminar las enzimas digestivas,  se centrífugó la 
solución filtrada  a 190xg durante diez minutos, descartando el sobrenadante y 
resuspendiendo el precipitado con las células en solución de Locke. Después se 
realizaron dos lavados más mediante la adición de 15 ml de Locke (primer lavado) o 
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; segundo lavado) y su posterior 
centrifugación (190xg durante 10 minutos).  
Después de la segunda centrifugación, el precipitado con las células aisladas se 
resuspendió en 1-2 ml de DMEM y esta suspensión celular se añadió sobre los 
cubreobjetos, previamente tratados con polilisina, para facilitar la adhesión de las 
células, a razón de dos gotas por cubreobjeto. Al cabo de unos 10-15 minutos se 
añadieron unos 2 ml de DMEM, conteniendo un 5% de suero fetal y antibióticos (50 
IU/ml de penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina).  
Las células se mantuvieron de dos a seis días a 37º C en un incubador con una 
atmósfera saturada en agua y con un 5% de CO2. Después de 24 h, el medio se 
reemplazó por un medio nuevo y posteriormente se cambió cada dos días. 
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3.3.-REGISTRO AMPEROMÉTRICO DE LA LIBERACIÓN DE 
CATECOLAMINAS EN CÉLULA ÚNICA  
La amperometría es un método electroquímico basado en la oxidación o 
reducción de sustancias. Muchos productos de secreción, entre ellos las catecolaminas, 
contienen en su molécula grupos químicos con capacidad para ceder (oxidarse; Figura 
11) o captar (reducirse) electrones. La amperometría aprovecha estos fenómenos de 
óxido-reducción para detectar los productos de secreción por la oxidación de los 
mismos. Es una técnica de fácil manejo y no invasiva para las células; sin embargo, no 
permite identificar qué sustancias han sido oxidadas (para ello debería emplearse otro 
método electroquímico como es la voltametría cíclica). 
 
 
Figura 11. Representación esquemática de la oxidación de una molécula de adrenalina.  
 
La detección por oxidación de las catecolaminas liberadas se consigue mediante 
un electrodo de carbono; cuando las sustancias oxidables difunden hacia la superficie de 
este electrodo, los electrones generados en la reacción de oxidación (en el caso de las 
catecolaminas, 2 e- por cada molécula oxidada, ver figura 11) serán transferidos a dicho 
electrodo, produciéndose una corriente eléctrica que será directamente proporcional a la 
concentración de catecolaminas oxidadas. Es de destacar que cada compuesto de óxido-
reducción presenta un estado de equilibrio en el que la mitad de las moléculas se 
encuentran en estado oxidado y la otra mitad en estado reducido. Dicho estado de 
equilibrio es consecuencia de un potencial, característico de cada especie química, que 
recibe el nombre de potencial redox. Para favorecer la oxidación de todas las moléculas 
de catecolaminas secretadas debe aplicarse un voltaje que exceda al potencial redox en 
al menos +200 mV, ya que la aplicación de uno menor disminuiría drásticamente la 
velocidad de oxidación y por tanto la detección de señales amperométricas. En el caso 
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de las catecolaminas el potencial utilizado suele ser de +650 a +800 mV (+700 mV en 
nuestro caso). 
En estos experimentos de caracterización de la liberación de catecolaminas en 
célula única utilizamos una fibra de carbono de 7 µm de diámetro. Esta fibra se 
introduce en un capilar de polietileno y se sella con una resina específica para este 
evento (Figura 12).  
 
Figura 12. Fotografía de un capilar para registro amperométrico en el que se puede apreciar 
la fibra de carbono y un detalle pormenorizado de la misma. 
 
El capilar se rellena con una solución de 3 M de K+ para facilitar la conectividad 
eléctrica con un electrodo de Ag/AgCl, conectado con un pre-amplificador de patch-
clamp, conectado a su vez a un amplificador EPC9, que es controlado mediante el 
programa informático PULSE (desarrollado por la empresa HEKA, Lambrecht/Pfalz, 
Germany). Para poder detectar la secreción de catecolaminas, como hemos mencionado 
anteriormente, se utiliza un voltaje de oxidación de +700. Para el registro de los eventos 
exocitóticos, el capilar que lleva la fibra de carbono con el electrodo de registro, se 
posiciona en el centro de la célula (ver figura 13). 
	   	   Materiales y Métodos 
	   39 
 
Figura 13. Detalle de aproximación de la fibra de carbono a una célula cromafín. 
 
Para inducir la secreción de catecolaminas se han utilizado distintos agentes 
secretagogos, según el objetivo del experimento concreto. Generalmente, las células se 
estimularon con una solución despolarizante conteniendo 70 mM de K+ o con el 
neurotransmisor fisiológico ACh. Para la aplicación de los distintos estímulos 
secretagogos utilizamos una pipeta múltiple, que se aproxima a la célula (posicionada a 
aproximadamente 40 µm de la célula en experimentación), regulándose la velocidad del 
flujo de perfusión mediante gravedad y utilizando un ordenador para controlar la 




Figura 14. Representación esquemática del sistema utilizado para la perfusión de las 
distintas soluciones. 
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Para el análisis de los registros amperométricas hemos utilizado distintos 
programas informáticos, analizándose diversos parámetros cinéticos de las espigas de 
secreción, entre otros la amplitud de la respuesta secretora de catecolaminas (medida en 
pA); la carga total de catecolaminas liberada (“Q”, medida en pC); el tiempo que tarda 
la espiga en alcanzar su amplitud máxima (tmax; medido en ms); la pendiente de 
activación de la espiga amperométrica (“m”; medido en pA/ms); y el tiempo que tarda 
la espiga en alcanzar la mitad de su efecto total  (t1/2; medido en  ms). 
 
3.4.-MEDIDA DE LOS NIVELES DE Ca2+ EN RODAJAS DE GLÁNDULA 
ADRENAL DE RATA 
 Una vez extraídas las glándulas del animal, estas se introducen en un liquido 
nutricio Tyrode frio (Tª 0 a -2ºC) con la siguiente composición (en mM) 137 NaCl; 5,4 
KCl; 1,8 CaCl2; 1 MgCl2; 12 NaHCO3; 0,36 KH2PO4; 11 glucosa, pH 7.3 ajustado con 
carbógeno (95% O2/5% CO2).  
 Una vez que se ha desprovisto a la glándula de su cápsula se embebe en una 
solución de agarosa al 4% de bajo punto de ebullición e inmediatamente se coloca en un 
vibratomo (1000 Plus Sectioning System, Campden Instruments, INC., U.S.A.) y se 
realizan cortes de 200 µm (Figura 15).  
 
Figura 15. Rodajas de médula adrenal de rata de 200 µm. 
 
 Las rodajas obtenidas se incuban con los distintos indicadores fluorescentes de 
Ca2+ dependiendo del objetivo experimental como se describe a continuación: 
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3.4.1.-Medida de los niveles de Ca2+ en el citosol 
 Para estudiar los cambios de Ca2+ en el citosol ([Ca2+]C) se incuban las rodajas 
de  glándula adrenal con la sonda fluorescente Fura 2-AM (Grynkiewicz y col., 1985). 
 En estos experimentos, las rodajas se incubaron en una solución de Tyrode 
conteniendo Fura 2-AM (4 µM) y 0,01% de ácido plurónico F-127, a temperatura 
ambiente durante 45 min, oxigenada con carbógeno (95% O2/5% CO2) y protegida de la 
luz.  
 Después de este periodo de incubación se lavan las rodajas y se colocan en un 
microscopio de fluorescencia (TE 300; Nikon, Osaka, Japón) acoplado a una cámara de 
video (Quantix 512; Roper Scientific Inc., Princeton Instruments, NJ, U.S.A.) y 
controlado mediante el programa informático Spectralyser (Paul Anderson, NJ, U.S.A.), 
manteniéndose a una temperatura de 37ºC durante todo el experimento.  
 El [Ca2+]C basal se mide durante las 10 primeras imágenes, con un intervalo de 5 
s entre cada una de ellas. Las células cromafines de las rodajas de la médula adrenal se 
estimulan con ACh (100 µM) o con KCl (70 mM) para provocar la entrada de Ca2+ a 
través de los CCDV. Para calcular la fluorescencia máxima de la preparación con Fura 
2-AM se incuban las rodajas con digitonina (1 µM) (Miranda-Ferreira y col., 2010). 
 
3.4.2.-Medida de los niveles de Ca2+ en el retículo endoplásmico 
Para estudiar el Ca2+ del retículo endoplásmico, las rodajas se incubaron con la 
sonda fluorescente Fura FF-AM, que presenta una alta afinidad por el RE cuando se 
incuba durante largos periodos a 37ºC (London y col., 1994; Hajnoczky y Thomas, 
1997; Hajnoczky y col., 1999).  
Las rodajas se incubaron en una solución de Tyrode conteniendo Fura FF-AM 
(10 µM) y 0,01% de ácido plurónico F-127 a 37ºC durante 90 min, oxigenada con 
carbógeno (95% O2/5% CO2) y protegida de la luz.  
Después de la incubación con Fura-FF, las rodajas se incubaron con un medio 
libre de Ca2+ y con digitonina (5 µM) durante 30 s con el fin de provocar una semi-
permeabilización de la membrana plasmática para facilitar la salida de la sonda 
fluorescente que no haya sido atrapada dentro del RE. La solución libre de Ca2+ 
(solución intracelular) contiene (en mM): 10 NaCl; 120 KCl; 1 KH2PO4; 20 HEPES; y 2 
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EGTA; esta solución se suplementa con 1 mM de ATP, 10 µM de fosfato de creatina, 
10 µM fosfo-creatin-cinasa y 2 mM piruvato, para contrarrestar la energía perdida por la 
célula al ser semi-permeabilizada. La calibración de la sonda fluorescente se realiza 
adicionando al medio ionomicina (1 mM), un ionóforo que permea la membrana con el 
fin de determinar la fluorescencia mínima (Rmin) al final del experimento (Miranda-
Ferreira y col., 2010). 
 
3.4.3.-Medida de los niveles de Ca2+ en la mitocondria 
 Para caracterizar los movimientos de Ca2+ en la mitocondria, las rodajas de 
glándula adrenal se han incubado con la sonda fluorescente Rhod 2-AM, un indicador 
que presenta una alta afinidad por la mitocondria (Babcock y col., 1997; Golovina y 
Blaustein, 1997; Hoth y col., 1997).  
 Las rodajas se incubaron en una solución de Tyrode conteniendo Rhod 2-AM 
(10 µM) y 0,01% de ácido plurónico F-127 a 37ºC durante 60 min, oxigenada y 
protegida de la luz.  
 Después de la incubación con Rhod 2-AM, las rodajas se incubaron en una 
solución libre de Ca2+ con digitonina (5 µM) durante 30 s para producir una semi-
permeabilización de la membrana plasmática que permite eliminar la sonda que no haya 
sido captada por la mitocondria. La solución libre de Ca2+ (solución intracelular) está 
compuesta (en mM): 35 NaCl; 115 KCl; 1 KH2PO4; 20 HEPES; y 2 EGTA, pH 7,2; esta 
solución se suplementa con 1 mM de ATP, 10 µM de fosfato de creatina, 10 µM fosfo-
creatin-cinasa y 2 mM piruvato para contrarrestar la energía perdida por la célula al ser 
semi-permeabilizada. La calibración de esta sonda se realizó adicionando 1 mM de 
ionomicina de modo que se puede establecer la fluorescencia mínima de la preparación 
(Rmin) al final del experimento (Miranda-Ferreira y col., 2010). 
 Para estudiar los cambios de [Ca2+]M hemos utilizado el protonóforo 
mitocondrial FCCP para estimular la salida del Ca2+ desde la mitocondria. También 
hemos estudiado el posible trasiego de Ca2+ que pueda haber entre el retículo 
endoplásmico y la mitocondria con el cóctel CRT para estimular la salida de Ca2+ del 
retículo y observar cómo entra en la mitocondria (ver resultados).  
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3.5.-REGISTROS ELECTROFISIOLÓGICOS DE PATCH-CLAMP  
 Para medir las corrientes iónicas que fluyen a través de los canales iónicos de la 
membrana de las células cromafines se ha utilizado la técnica de registro 
electrofisiológico de “patch-clamp” en su configuración de célula entera (Hamill y col., 
1981).  
 Los cubreobjetos que contienen las células se colocan en una pequeña cámara 
experimental, montada en un microscopio invertido (Nikon Diaphot). Esta cámara está 
continuamente perfundida con una solución control de Tyrode (solución extracelular) 
que contiene (en mM): 137 NaCl; 1 MgCl2; 2 CaCl2; 10 HEPES;  pH 7.4. Para registrar 
las corrientes de entrada a través de los CCDV se ha empleado 10 mM Ba2+ como ión 
transportador de carga (en lugar de 2 mM Ca2+). Las células son dializadas internamente 
con una solución (solución intracelular) que contiene (en mM): 10 NaCl; 100 CsCl; 20 
tetraetilamonio (TEA) Cl; 5 MgATP; 14 EGTA; 20 HEPES; 0,3 NaGTP; a pH 7.2. 
El registro de las corrientes se hace mediante un capilar de vidrio pulido al 
fuego, con una resistencia de unos 2- 5 MΩ, que se adapta a un preamplificador que está 
conectado a su vez a un amplificador de patch-clamp EPC-9 (HEKA Elektronik), que 
permite la compensación de los transitorios capacitativos y de la resistencia en serie. 
Tanto la adquisición de los registros como el posterior análisis de los mismos se realiza 
mediante el programa informático PULSE (HEKA Elektronik). La adquisición de los 
datos se hace a una frecuencia de muestreo de 10-20 KHz. 
Mientras no se indique lo contrario, las células se mantuvieron con un potencial 
de membrana fijado en -80 mV. Para la activación de los CCDV se aplicaron pulsos 
despolarizantes a 0 mV (células SHR) o +10 mV (células control) durante 50 ms, con 
un intervalo de 30 s entre ellos para evitar la pérdida de corriente (Fenwick y col., 
1982a). 
El intercambio de las distintas soluciones empleadas que bañan a las células se 
hace a través de una pipeta de perfusión (ver Figura 14). Este sistema facilita el 
intercambio rápido de las distintas soluciones gracias a un controlador de 
electroválvulas, accionado por el ordenador. La velocidad de perfusión de las células se 
regula mediante gravedad, siendo el flujo de 0,5- 1 ml/min, lo cual permite un cambio 
total de soluciones alrededor de la célula en experimentación en menos de 1 s. 
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Para la disección farmacológica de los distintos subtipos de CCDV se han 
utilizado distintas bloqueantes selectivos de éstos, como: nifedipino (3 µM) para 
bloquear los CCDV del subtipo L;  ω-conotoxina GVIA (1 µM) para bloquear los 
CCDV del subtipo N; y ω-agatoxina IVA (3 µM) para bloquear los CCDV de los 
subtipos P/Q.  
 
3.6.-DETERMINACIÓN POR PCR CUANTITATIVA DE LOS RECEPTORES 
PURINÉRGICOS  
Para la identificación y cuantificación de los diferentes subtipos de receptores 
purinérgicos presentes en la membrana de las células cromafines se ha utilizado la 
técnica de PCR cuantitativa, utilizando ARN obtenido de ratas controles y de ratas 
SHR. 
Para la extracción del ARN total de la médula adrenal de las ratas normotensas y 
SHR se utilizó TrizolTM (Life technologies, Inc.). Se utilizaron muestras de 1 µg de 
ARN que fueron tratadas con un amplificador Grade DNase I (Sigma-Aldrich). La 
transcripción reversa para la síntesis de ADNc se llevó a cabo con un termociclador 
(Life Technologies, Inc.), usando el sistema de síntesis SuperScript III First-Strand 
según el protocolo aconsejado por el fabricante (Life technologies, Inc.). La tasa de 
transcripción de los ARNm seleccionados se determinó utilizando un equipo de PCR 
cuantitativa en tiempo real (Livak y Schmittgen, 2001) usando el ABI Step One Plus 
Instrument (LifeTechnologies, Inc.).  
La PCR se realizó en 25 µl de una solución tampón que contiene 1 µl de ADNc 
SYBR Grenn Master Mix (Life technologies, Inc.) y 5 pmol de  cebadores específicos 
para la secuencia de los distintos receptores purinérgicos a explorar y se normalizó 
comparando GAPDH (Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa) con los niveles de 
ARN de transcripción. Las condiciones de los ciclos en el termociclador consistieron en 
una preincubación de 2 min a 50ºC, posteriormente una desnaturalización de las 
muestras a 95ºC durante 10 min, seguido de 35 ciclos de 15 s cada uno a 95ºC y un 
último ciclo de 1 min a 60ºC. Se utilizó el método comparativo 2-ΔΔCT  para la 
cuantificación relativa de la expresión génica (Livak y Schmittgen, 2001). 
Las secuencias de los distintos cebadores empleados en este estudio fueron: 
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P2X1: F 5`GAGAGTCGGGCCAGGACTTC 3’ - R- 5`GCGAATCCCAAACACCTTGA 3’; 
P2X2: F-5`TCCCTCCCCCACCTAGTCAC 3’ - R-5`CACCACCTGCTCAGTCAGAGC 3’; 
P2X3: F-5`CTGCCTAACCTCACCGACAAG 3’ - R-5`AATACCCAGAACGCCACCC 3’; 
P2X4: F-5`CCCTTTGCCTGCCCAGATAT 3’ - R-5`CCGTACGCCTTGGTGAGTGT 3’; 
P2X5:  F- 5`GGATGCCAATGTTGAGGTTGA 3’-R- 5`TCCTGACGAACCCTCTCCAGT 3’; 
P2X6: F-5`CCCAGAGCATCCTTCTGTTCC 3’ - R-5`GGCACCAGCTCCAGATCTCA 3’; 
P2X7:  F-5’GGGAGGTGGTTCAGTGGGTAA 3’ - R-5'GGATGCTGTGATCCCAACAAA 3’;  
P2Y1: F-5`AACCGTGATGTGACCACTGA 3’ - R-5` TTCAACTTGTCCGTTCCACA 3’; 
P2Y2:  F-5`TGCTGGGTCTGCTTTTTGCT 3’ - R-5`ATCGGAAGGAGTAATAGAGGGT 3’; 
P2Y4: F-5`TCGATTTGCAAGCCTTCTCT 3’ - R-5`CCATAGGAGACCAGGGTGAT 3’; 
P2Y6: F-5`TGCTGCTACCCCCAGTTTAC 3’ - R-5`TGGCATAGAAGAGGAAGCGT 3’; 
P2Y12: F-5`CTGTTTTTTGCTGGGCTCATC 3’ - R-5`GCGGATCTGGAAGAAAATCCT 3’; 
P2Y13: F-5`GGATGCAGGGCTTCAACAA 3’ - R-5`GCAGCTGTGTCATCCGAGTGT 3’; 
P2Y14: F-5'GGTGGGTTTCGCCTCATGT 3’ - R-5’CCTCAGGTGACCGGCATCT 3’. 
 
3.7.-MATERIALES EMPLEADOS 
 Durante el desarrollo de la parte experimental de la presente Tesis Doctoral se 
emplearon los siguientes materiales (con indicación de su proveedor habitual):  
-La colagenasa tipo I, la ACh, el FCCP, la cafeína, la rianodina, la tapsigargina, el 
nifedipino y la ADNasa I (Amplificador Grade) se obtuvieron de Sigma (Madrid, 
España).  
-El medio de cultivo DMEM, la albúmina de suero bovino (Fracción V), el suero 
bovino fetal y los antibióticos se obtuvieron de Gibco (Madrid, España). 
-El Fura 2-AM, el Fura FF-AM, el Rhod 2-AM y el ácido plurónico se obtuvieron de 
Invitrogen-Molecular Probes (Carlsbad, CA). 
-El TrizolTM y el Syber Green se adquirieron a Life Technologies. 
-La ω-agatoxina-IVA se obtuvo de Peptide Institute (Sandhausen, Germany). 
-La ω-conotoxina GVIA se obtuvo de Bachem Feinchemikalien (Budendorf, 
Switzerland).  
-Todos los demás compuestos químicos utilizados habitualmente en el laboratorio se 
obtuvieron de Merck y/o Panreac Química (Madrid, Spain).  
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Las toxinas ω-agatoxina-IVA y ω-conotoxin GVIA se disolvieron en agua 
destilada a una concentración de 0.1 mM; el nifedipino se preparó en dimetilsulfóxido 
(DMSO) a una concentración de 0.01 mM y protegido de la luz. Las concentraciones 
finales (soluciones experimentales) de todos los fármacos se obtuvieron disolviendo las 
distintas soluciones stock directamente en las soluciones experimentales a emplear. A 
estas diluciones los solventes utilizados (DMSO, principalmente) no producen ningún 
efecto significativo sobre los distintos parámetros estudiados. 
 
3.8.-TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 Los datos presentados en esta Tesis corresponden a las medias + error estándar 
del número de datos habitualmente expresado entre paréntesis en las gráficas 
correspondientes.  
 Las diferencias entre tratamientos se consideraron significativas cuando se 
alcanzó una P < 0,05. Las comparaciones entre grupos se hicieron mediante la prueba 
estadística de la t de Student, comparando entre las dos poblaciones de células control y 
SHR. También realizamos pruebas de ANOVA para comparar las respuestas a tres 
tratamientos diferentes (CRT, FCCP, CRT+FCCP) comparando igualmente las dos 
poblaciones de células control y SHR.  
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4.-RESULTADOS 
Se incluyen a continuación los artículos originales publicados en 
revistas SCI que constituyen la parte experimental de la presente Tesis 
Doctoral. 
 
1. Quantal catecholamine release from adrenal chromaffin cells of control and 
hypertensive rats. 
2. Role of the endoplasmic reticulum and mitocondria on quantal catecholamine 
release from chromaffin cells of control and hypertensive rats.  
3. Greater cytosolic and mitocondrial calcium transients in adrenal medullary slices 
of hypertensive, compared with normotensive rats. 
4. Lower density of L-type and higher density of P/Q-type of calcium channels in 
chromaffin cells of hypertensive, compared with normotensive rats.  
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5.-DISCUSIÓN 
Las ratas de la cepa SHR (de “Spontaneously Hypertensive Rat”) utilizadas en la 
presente Tesis Doctoral constituyen un modelo experimental ampliamente utilizado en 
diversos estudios orientados al esclarecimiento de los mecanismos fisiopatológicos 
implicados en el desarrollo de la PA esencial (Okamoto y Aoki, 1963; Pinto y col., 
1998).  
Entre estos posibles mecanismos, se postula que una alteración de la actividad 
del eje simpatoadrenal, con un incremento de la liberación de catecolaminas, puede ser 
una de las bases fisiopatológicas implicadas en la hipertensión arterial (HTA). De 
hecho, se ha observado que los niveles plasmáticos de adrenalina y noradrenalina se 
encuentran elevados en ratas SHR (Iriuchijima, 1973; Grobecker y col., 1975; Pak, 
1981), de forma similar a lo que ocurre en los pacientes que sufren HTA esencial 
(Goldstein, 1983). En estudios previos realizados en glándulas adrenales intactas de 
ratas SHR se ha observado que la liberación de catecolaminas inducida por la aplicación 
del neurotransmisor fisiológico acetilcolina (ACh) o por concentraciones elevadas de 
K+, es mayor en ratas SHR, en comparación con ratas normotensas control (Donohue y 
col., 1988; Tsuda y Masuyama, 1991; Lim y col., 2002; Miranda-Ferreira y col., 2008; 
Miranda-Ferreira y col., 2009).  
En la presente Tesis Doctoral hemos caracterizado la liberación de 
catecolaminas adrenomedulares a nivel de célula cromafín única utilizando un estímulo 
fisiológico como la ACh frente a un estímulo despolarizante por alto K+ comparando la 
secreción obtenida en células de ratas control con la obtenida en célula de ratas 
hipertensas (SHR). Hemos utilizado para ello la técnica de registro amperométrico de la 
secreción de catecolaminas, que nos permite una alta resolución temporal (en un rango 
de milisegundos a segundos) pudiendo registrar eventos secretores unitarios, 
correspondientes a la liberación de una sola vesícula de secreción. Esto nos ha 
permitido caracterizar la cinética de la liberación de catecolaminas en estas condiciones 
experimentales en los dos modelos celulares estudiados.  
En este estudio hemos encontrado que la respuesta exocitótica cuántica de 
liberación de catecolaminas tras la aplicación de estímulos cortos (2 s) de ACh o K+, era 
de mayor magnitud (un incremento de 3 veces mayor de liberación de contenido de las 
vesículas), más duradero en el tiempo tras la aplicación del estímulo, espigas más altas 
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con una cinética de liberación mucho más rápida en la rata SHR que en su congénere 
normotenso (WKY) (Miranda-Ferreira y col., 2008). Esta original observación podría 
explicar por qué la respuesta al estrés de los pacientes hipertensos produce una mayor 
agresión catecolaminérgica sobre el corazón y vasos; esto podría ser una de las causas 
de mayor riesgo cardiovascular que poseen los pacientes hipertensos pues las 
catecolaminas aumentan el gasto cardíaco pero a expensas de un sustancial aumento del 
consumo de oxígeno por el corazón. 
Ante estos resultados, nos planteamos la hipótesis de que estas drásticas 
diferencias en la secreción de catecolaminas entre las células cromafines de ratas control 
y las de ratas SHR pudieran estar relacionadas con diferencias en la homeostasia del 
Ca2+ entre los dos modelos celulares. A este respecto, como hemos descrito 
previamente, nuestro grupo ha postulado la hipótesis de que existiría una unidad 
funcional compuesta por los CCDV, el RE y la mitocondria que estaría regulando los 
microdominios de Ca2+ necesarios para regular las etapas tempranas y tardías del 
proceso exocitótico y que hemos denominado la “Triada funcional” (Figura 9) (Garcia y 
col., 2006). Por ello, nos planteamos caracterizar la posible implicación de los 
elementos que integran esta triada funcional (esto es, los CCDV, el RE y la 
mitocondria), en la regulación de la secreción de catecolaminas en animales control e 
hipertensos, utilizando para ello tanto células cromafines aisladas como un modelo más 
fisiológico basado en el uso de rodajas de glándulas adrenales de ratas control y ratas 
SHR. 
 En los experimentos realizados en células cromafines de rata aisladas, utilizando 
la técnica de registro amperométrico de eventos secretores únicos y diversos fármacos 
para manipular los niveles de Ca2+ en el RE y la mitocondria, hemos encontrado que la 
liberación de Ca2+ del RE (con la mezcla CRT) o desde la mitocondria (con el 
protonóforo FCCP), produce respuestas secretoras mayores en células SHR, en 
comparación con las controles, de forma similar a lo que ocurre tras la estimulación de 
la secreción con ACh o K+. Hemos observado también que el pretratamiento de las 
células cromafines con CRT y/o FCCP produce una mayor secreción en respuesta a la 
estimulación con ACh o K+, en comparación con células no tratadas, siendo esta 
potenciación similar en células controles y en células de rata SHR (Miranda-Ferreira y 
col., 2009). 
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 Quisimos ver, de una forma más fisiológica, la gestión del Ca2+ por el RE y la 
mitocondria, utilizando para ello rodajas de médula adrenal en las que, utilizando 
sondas fluorescentes con diferentes afinidades, pudimos medir los niveles de Ca2+ libre 
a nivel del citosol, del RE y de la mitocondria, respectivamente.  En estos experimentos 
hemos observado que las rodajas de las ratas SHR tienen incrementadas las [Ca2+] 
basales a nivel del citosol y de la mitocondria, en comparación con las rodajas de ratas 
controles. Además, se alcanzan mayores [Ca2+]c en células cromafines de ratas SHR tras 
la estimulación con ACh o K+.  También se apreciaron mayores [Ca2+]c en rodajas de 
glándula adrenal de las ratas SHR tras la movilización de Ca2+ desde el RE o desde la 
mitocondria (Miranda-Ferreira y col., 2010). Los resultados obtenidos en estos 
experimentos realizados en rodajas también nos mostraron que se produce una mayor 
captación de Ca2+ en el RE cuando se favorece la movilización del Ca2+ de la 
mitocondria con el uso del protonóforo FCCP, lo que supondría una mayor capacidad 
de almacenamiento de Ca2+ del RE en las células cromafines de las ratas SHR, 
produciéndose consecuentemente una mayor liberación de Ca2+ desde el RE al aplicar la 
mezcla de vaciado CRT (Miranda-Ferreira y col., 2010). 
 Estos datos sugieren que las alteraciones de la capacidad de la mitocondria para 
captar y liberar el Ca2+, en el denominado “ciclo del calcio mitocondrial” (Duchen, 
2000; Garcia y col., 2012; Garcia-Sancho y col., 2012) podrían estar implicadas en la 
patogénesis de la HTA. De hecho, otros autores han observado un incremento de la 
captación de Ca2+ en la mitocondria a través del uniportador de Ca2+ (Arab y col., 1990) 
en células de músculo liso durante la HTA, lo que podría ocasionar un incremento de la 
[Ca2+]M como el observado en nuestro estudio. 
 Puesto que las mayores [Ca2+]c que se alcanzan en células cromafines de ratas 
SHR en respuesta a la despolarización producida por la estimulación con ACh o K+, 
podrían correlacionarse con una mayor expresión de un determinado subtipo de CCDV 
en ratas SHR, nos planteamos realizar un estudio electrofisiológico orientado a la 
caracterización funcional de los distintos subtipos de CCDV en estas células, utilizando 
una combinación de técnicas de registro electrofisiológico con potentes bloqueantes de 
los diferentes subtipos de CCDV. Los resultados obtenidos en este estudio nos 
mostraron que en las células cromafines de ratas SHR hay una menor densidad de 
CCDV del subtipo L (48,2% vs 34,4% en NWR y SHR, respectivamente) que se vio 
compensada con un aumento en la densidad de los CCDV del subtipo PQ (21,5% vs 
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42,6%, en NWR y SHR, respectivamente). No se apreciaron diferencias significativas 
en la densidad de CCDV del subtipo N (de Pascual y col., 2013). 
 Puesto que los CCDV del subtipo PQ son más susceptibles a ser modulados por 
ATP (Gandia y col., 1993b; Garcia y col., 2006) quisimos estudiar los efectos de la 
aplicación de este nucleótido sobre las corrientes de entrada a través de los CCDV en 
células cromafines de ratas controles y SHR. Observamos curiosamente una mayor 
efecto modulador de la IBa por ATP en células SHR, en comparación con las células de 
ratas normotensas. Esta mayor modulación podría corresponderse con la mayor 
presencia (de hasta unas 10 veces) de receptores purinérgicos del subtipo P2Y2 que 
hemos observado, mediante estudios de PCR cuantitativa, en las células de ratas SHR, 
en comparación con el control (de Pascual y col., 2013). Este drástico incremento de la 
expresión de receptores P2Y2, que están implicados en la modulación de los CCDV del 
subtipo PQ mediada por proteínas G (Gandia y col., 1993b), podría ser el resultado de 
un mecanismo adaptativo de las células cromafines de ratas SHR para limitar la entrada 
de Ca2+ y el exceso de liberación de catecolaminas (de Pascual y col., 2013). 
 Finalmente, cabe destacar que también hemos observado un marcado incremento 
en el ARNm para los receptores purinérgicos del subtipo P2X1 en células SHR, en 
comparación con las células control; puesto que se trata de un receptor de tipo 
ionotrópicos permeable a Ca2+, esta mayor expresión podría contribuir también a 
generar una mayor señal citosólica de Ca2+ y, por ende, una mayor respuesta secretora 
de catecolaminas en células SHR (de Pascual y col., 2013). 
 Los resultados resaltan el papel de la secreción aumentada de catecolaminas 
(particularmente de adrenalina) en la génesis de un estado hipertensivo arterial. Esa 
mayor respuesta se debe por una parte a los niveles más elevados del calcio en SHRs, 
tanto en el citosol como en la mitocondria, y a su mayor movilización durante la 
estimulación de la célula cromafín. 
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6.-CONCLUSIONES 
 Los resultados obtenidos durante el desarrollo experimental de la presente Tesis 
Doctoral nos permiten concluir que: 
1)  La respuesta exocitótica cuántica de liberación de catecolaminas tras estímulos cortos de 
ACh o K+ es de mayor magnitud, más duradera, y con una cinética de liberación más 
rápida en la rata SHR hipertensa que en su congénere normotenso (WKY).  
2) La depleción del depósito de calcio del RE o la disipación del gradiente mitocondrial de 
protones, produce efectos similares sobre la respuesta secretora en ambos tipos de células 
cromafines, por lo que las notables diferencias en la cinética de la exocitosis no parecen 
relacionarse con una perturbación de los movimientos intracelulares del calcio. 
3) Sin embargo, en rodajas de glándula adrenal, las ratas SHR tienen incrementado el calcio 
citosólico y mitocondrial con una cinética de activación de la entrada de calcio más 
elevada y de aclaramiento más lenta que en las ratas normotensas. La sobrecarga de Ca2+ 
citosólico hace que también se incremente el Ca2+ mitocondrial, afectándose así el ciclo 
intracelular del calcio, lo que puede producir una disfunción en la bioenergética 
mitocondrial. 
4) En las células de rata SHR hay una baja densidad de los CCDV del subtipo L que parece 
estar compensada con un aumento en la densidad de los CCDV del subtipo PQ, no 
habiendo diferencias significativas en la densidad de CCDV del subtipo N. 
5) Las células de ratas SHR muestran unos niveles mayores de ARNm de receptores 
purinérgicos del subtipo P2Y2 implicados en la modulación por ATP de los CCDV.  
 
 Como conclusión general cabe resaltar que los resultados de esta tésis consolidan la idea 
de la destacada contribución de la médula adrenal a una mayor secreción de catecolaminas tras 
la estimulación colinérgica de las células cromafines, como responsable del desarrollo de la 
hipertensión arterial. Ello se debe a una mayor movilización del calcio mitocondrial y a un 
mayor contenido cuántico de catecolaminas en las vesículas cromafines de la rata SHR, en 
comparación con la normotensa. Estos datos podrían generar ideas nuevas para el desarrollo de 
nuevos fármacos antihipertensivos cardioprotectores 
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